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    2  Zielsetzung und Fragestellungen dieser Arbeit 
 
 
Zielsetzung dieser Arbeit ist die Etablierung des kalibrierten Zetos® als Kultur- und 
Belastungssystem für trabekuläre Knochenzylinder, welches in der Form in dieser 
Arbeit zum ersten Mal Anwendung findet. 
 
Damit ergeben sich folgende Fragestellungen, die es zu bearbeiten gilt: 
 
- Reagieren die trabekulären Knochenexplantate auf die hier applizierten  
physiologischen Belastungssignale auch mit physiologischen Reaktionsmustern und wie 
sind diese charakterisiert ?   Besonderes Augenmerk soll dabei auf die Entwicklung der 
scheinbaren Steifigkeit und die Zunahme an Knochenmasse in Form eines 
appositionellen Knochenwachstums gerichtet werden. 
 
-   Wie verhalten sich die in diesem Versuch zu bestimmenden Zellmarker hinsichtlich 
der Knochenpräparation und der mechanischen Belastung ?   Bei den Markern handelt 
es sich um die Laktatdehydrogenase und die Alkalische Phosphatase. 
 
-   Bestehen Unterschiede zwischen den beiden hier zur Anwendung kommenden 
verschieden intensiven Belastungssignalen hinsichtlich der Reaktionsmuster der 
Knochenproben ? Zur Beantwortung dieser Frage sollen vor allem die Entwicklung der 
scheinbaren Steifigkeit, der Verlauf der zu bestimmenden Marker und eine 
umfangreiche histologische Aufarbeitung herangezogen werden. 
 
-   Bleibt die Vitalität der Knochenexplantate über den gesamten Kultivierungs- und 
Belastungszeitraum erhalten ?  Auch diese Frage soll vorrangig durch die histologische 
Aufarbeitung und den Verlauf der Zellmarker beantwortet werden. 
 
-   Welche Einsatzmöglichkeiten werden sich in Zukunft für dieses System ergeben ? 
 
Einer der Schwerpunkte der Arbeit sollen die Anwendung und Anpassung 
histologischer Färbetechniken an nicht-entkalktem Knochengewebe sein. 
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3 Material und Methoden 
 
 
 
3.1    Herstellung der Knochenpräparate 
 
 
Für jeden der auf dem ZETOS-System basierenden Versuche müssen während einer 
aufwendigen Prozedur Knochenpräparate hergestellt werden, die später in die 
Kulturbelastungskammern integriert werden. Als Rohmaterial diente in diesem Versuch 
der Radius eines 20 Monate alten Kalbes. 
Um vitales Knochengewebe zu gewinnen beziehungsweise zu erhalten, muss das 
Knochenrohmaterial möglichst schnell, d.h. wenige Stunden nach Gewinnung und vor 
allem unter äußerst sterilen Bedingungen bearbeitet werden. 
Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der Präparation dargestellt. 
 
 
3.1.1  Präparation der Knochenzylinder 
 
Zunächst sollte das Präparat, das neben dem eigentlichen Knochen auch noch 
sämtliches Weichgewebe enthält, gründlich gereinigt und desinfiziert werden, um die 
Gefahr von späteren Infektionen möglichst gering zu halten. 
Die folgenden Schritte dienen der Freipräparation des Knochens; das heißt, 
Weichgewebe wie Muskulatur, Sehnenansätze oder Fett werden zunächst unter dem 
Abzug mit Hilfe eines sterilen Skalpells entfernt.  
 
Abb. 10: Freipräparierter Radius (hier schon weiter bearbeitet) 
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Da es sich um einen kompletten Unterarm handelt, werden zunächst Radius und Ulna 
mit Hilfe einer chirurgischen Handsäge voneinander getrennt. Da das Präparat, um 
später in Scheiben geschnitten werden zu können, mit einer Halterung in der Bandsäge 
fixiert werden muss, besteht die Notwendigkeit, es passgenau vorzubereiten. Dazu 
werden die Epiphysen am proximalen sowie am distalen Ende des Radius von der 
Diaphyse abgetrennt. Teile der äusseren Epiphysenkompakta werden danach so 
bearbeitet, dass zwei zueinander parallele Flächen entstehen, die in der Halterung der 
Bandsäge eingespannt werden können. Die Gelenkflächen der Epiphysen werden 
ebenfalls mit der chirurgischen Handsäge abgetrennt, wobei darauf zu achten ist, dass 
der Schnitt oberhalb der Wachstumsfuge erfolgt. Die Diaphyse wird verworfen, da in 
dieser der Anteil des für den Versuch ungeeigneten Knochenmarks zu hoch ist. 
Die präparierte Epiphyse wird jetzt in der Halterung der Bandsäge (Diamantbandsäge; 
Firma Exakt Apparatebau GmbH) fixiert und ausgerichtet. 
 
Abb. 11: In der Bandsäge fixierte Epiphyse 
 
 
 
 
 
 
 
 
Im folgenden werden mit Hilfe der Bandsäge Knochenscheiben  mit  einer  Dicke  von  
8 mm aus dem Präparat geschnitten. Das Sägeblatt der Bandsäge ist mit feinsten 
Diamanten besetzt und wird während des gesamten Sägevorganges mit einer auf 4°C 
temperierten isotonischen Natriumchlorid-Lösung gekühlt, um bearbeitungsbedingte 
Gewebedefekte so gering wie möglich zu halten. 
Die gewonnenen Knochenscheiben werden bis zur weiteren Verarbeitung in mit PBS 
(siehe Kap.3.1.6.4) gefüllten Zellkulturschalen aufbewahrt. Da für den Versuch nur 
                                                                                                                                    Material und Methoden 
 43 
spongiöses Knochengewebe genutzt werden kann, können auch nur Knochenscheiben 
verwendet werden, deren spongiotischer Anteil den des  Knochenmarks überwiegt. 
Während des nun folgenden Arbeitsschrittes werden aus den gewonnenen 
Knochenscheiben mit Hilfe eines diamantbesetzten Hohlbohrers Knochenzylinder 
entnommen. Dazu werden die Knochenscheiben auf einem verschieblichen Bohrtisch 
fixiert und die Zylinder ausgebohrt. 
 
Abb. 12: Entnahme der Knochenzylinder mit einem Hohlbohrer 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13: Der Hohlbohrer (Ø 10mm) 
 
 
 
 
 
 
 
Der Hohlbohrer und somit die damit gewonnenen Knochenzylinder weisen einen 
Durchmesser von 10 mm auf. Auch der Bohrer wird während des gesamten 
Arbeitsschrittes mit isotonischer Natriumchlorid-Lösung gekühlt. 
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Um die Gewebekonsistenz betreffend möglichst homogene Knochenzylinder zu 
erhalten, ist darauf zu achten, dass weder Kortikalis noch Knochenmark ausgebohrt 
werden, sondern nur spongiöses Knochengewebe. 
Nach jedem Bohrvorgang wird der Bohrer aus dem Bohrfutter gelöst und die in ihm 
enthaltenen Knochenzylinder mit Hilfe eines Extraktors herausgedrückt. Die 
Knochenzylinder werden in mit PBS gefüllten Reagenzgläsern gelagert. Von jedem 
Knochenzylinder wird die Herkunft aus der Knochenscheibe vermerkt. 
Da die Kulturbelastungskammern, in die später die Knochenzylinder integriert werden 
sollen, für eine Zylinderhöhe von 5mm ausgelegt sind, werden die 8mm hohen 
Präparate im folgenden Schritt auf eine einheitliche Höhe von 5mm gebracht. 
Dieser Arbeitsschritt erfolgt mit einer Inlochsäge (Leitz 1600). Die Zylinder werden in 
eine hierfür gefertigte Halterung gespannt, deren Höhe 5mm beträgt. Das ober- 
beziehungsweise unterhalb dieser Halterung überstehende Knochenmaterial wird im 
Folgenden durch die Inlochsäge abgetrennt.  
Auch bei diesem Vorgang ist auf permanente Kühlung mit isotonischer Natriumchlorid-
Lösung zu achten. 
 
Abb. 14: Mit der Inlochsäge werden die Zylinder auf eine Höhe von 5 mm gebracht 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nach Beendigung dieses Präparationsschrittes hat man Knochenzylinder gewonnen, die 
aus spongiotischem Gewebe bestehen, deren Höhe 5mm beträgt und die einen 
Durchmesser von 10 mm haben.  Die Zylinder werden zunächst in mit PBS gefüllten 
Reagenzgläsern gelagert.   
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Abb. 15: Knochenzylinder nach Präparation 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.2  Waschen der Knochenzylinder 
 
Bevor die präparierten   Knochenzylinder in die Kammern integriert werden können, 
müssen sie in einer mehrere Schritte umfassenden Waschprozedur gereinigt werden, 
zum einen, um bei den Sägevorgängen entstandenes Knochenmehl auszuwaschen, zum 
anderen, um eventuell vorhandene Keime abzutöten. 
Als Waschmedien dienen Earle`s – Medien, die zum Teil mit Antibiotika versetzt sind 
(Rezepte siehe Kap. 3.1.6.1/2). Die Zylinder werden zunächst unter dem Abzug aus den 
mit PBS gefüllten Reagenzgläsern mit Hilfe einer sterilen Pinzette in mit Earle`s 
gefüllte Schraubreagenzgläser umgelagert. Um eine bessere Durchspülung zu erreichen, 
werden die Reagenzien für 10min in einen Rotator (Heidolph; "Reax 2") gestellt. 
 
Abb. 16:  Waschen der Proben in einem Rotator 
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Danach werden die Proben nochmals in mit Earle`s gefüllte Schraubreagenzgläser 
umgelagert und ein zweites Mal für 10 min in den Rotator gestellt. 
Der abschliessende Waschgang findet in mit Antibiotika versetztem Earle`s statt und 
dauert 20 min. Zu beachten ist, dass die Umlagerungen unter sterilen Bedingungen 
unter dem Abzug zu erfolgen haben. 
 
 
3.1.3 Einsetzen der Knochenzylinder in die Kammern 
 
Während der folgenden Arbeitsschritte werden die Knochenpräparate in die Kultur-
belastungskammern integriert. Dazu wird auf die Kammern, die unter einer 
Sterilwerkbank (Fa.Gelaire) der sterilen Verpackung entnommen werden, ein 
Hohlzylinder geschraubt, der in dem gleichen Gewinde fixiert wird, in dem später der 
Kammerboden verschraubt wird. Auf das obere Ende des Hohlzylinders wird zunächst 
der Belastungs- Piston aufgesetzt und in den Zylinder gedrückt. Danach wird das 
Knochenpräparat aufgesetzt und nachgeschoben. Um sowohl den Belastungs-Piston als 
auch das Knochenpräparat in der Kammer in die richtige Position zu bringen, werden 
beide mit einem Pusher über die gesamte Länge des Kammeraufsatzes in die Kammer 
eingebracht. 
 
Abb. 17: Belastungs-Piston und Knochenzylinder werden mit Hilfe des Pushers in die 
Kammer eingebracht 
 
   
 
 
 
 
 
Pusher
Hohlzylinder
Kammergehäuse
Kammerboden
Belastungs-Piston
Knochenprobe
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Anschliessend wird der Hohlzylinder entnommen und Kammer und Kammerboden 
werden manuell verschraubt und mit einem dazu passenden Schlüssel festgezogen. 
Die beiden Versorgungsanschlüsse der Kammern werden dann über zwei Schläuche  
(siehe Kap.3.1.4) mit den Mediumreservoiren verbunden. 
 
Abb. 18: Fertigbestückte Kulturbelastungskammer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.4  Anschluss der Kammern an die Pumpe 
 
Jedes der einzelnen Belastungssysteme besteht aus einer Kammer, die über einen 
Versorgungs- und einen Entsorgungsschlauch mit dem Reagenzglas verbunden ist, 
welches das Nährmedium enthält. Im folgenden Schritt wird das Pumpenstück des  
Versorgungsschlauchs in die dafür vorgesehene Vorrichtung der Rollpumpe 
eingespannt. 
In bestimmten Abständen muss anfangs überprüft werden, ob alle Kammern mit 
Medium versorgt werden. 
 
 
 
 
 
Kulturbelastungskammer
Versorgungsanschluss
Entsorgungs-
anschluss
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Abb. 19: Komplettes System bestehend aus Kammern, Rollpumpe und 
Mediumreservoiren 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das in Abbildung 19  dargestellte System besteht aus folgenden Einzelkomponenten: 
- Schlauchsystem:  Verbindungsstücke: Tygon® Masterflex® ;Cat.No.6419-13 
Länge Entsorgungsschlauch 80 cm 
Länge Versorgungsschlauch 80 cm incl. 
Pumpenstück 
 Pumpenstück: Pharmed®; Cat.No. 070539-08 
     Länge 40 cm 
- Mediumreservoir: Rundbodengläser (Klarglas); Art.Nr. 3301953 
- Reservoirstopfen: Reagenzstopfen mit Einfluss und Ausfluss (T. Pohl; 
Marburg) 
- Kultur- und Belastungskammer (siehe Abb.9 ) 
- Luer-Konnektoren-männlich; Novodirekt®, Cat.No. B95956 
- Pumpe: Ismatec® IPC; Rollpumpe 
- Versorgungsmedium: DMEM (GIBCO®; Cat.No. 52100-039) 
 
 
3.1.5  Mediumwechsel vor Belastungsbeginn 
 
Während der ersten Versuchstage nach der Präparation der Knochenzylinder muss das 
Medium mehrfach gewechselt werden (nach jeweils 24 Stunden), da immer wieder 
präparationsbedingte Gewebesubstanzen ausgewaschen werden und sich im Medium 
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sammeln. Nach einer Ruhephase von etwa 72 Stunden können die Präparate erstmals 
belastet werden. 
 
 
3.1.6  Verwendete Medien 
 
3.1.6.1 Earle`s Waschmedium 
 
Das Earle`s Waschmedium, das für zwei Waschgänge der Proben für jeweils 10 min 
dient, setzt sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 
 
- 100 ml Earle`s Salt Solution 10x  (Biochrom KG; Cat.No. L 1925) 
- 7,5 ml NaHCO3 (6%ig) 
 
Diese Zusammensetzung wird mit Aqua Bidest auf 1000 ml aufgefüllt. 
 
3.1.6.2 Earle`s Waschmedium mit Antibiotikum versetzt 
 
Für dieses Medium, das dem dritten Waschgang dient, der 20 min dauert, werden 
folgende Bestandteile verwendet: 
 
- 100 ml Earle`s Salt Solution 10x (Biochrom KG; Cat.No. L1925) 
- 7,5 ml NaHCO3 (6%ig) 
- 4 ml Amphotericin B (Sigma; Cat.No. A2942) 
- 500 000 IE Penicillin / Streptomycin (50 ml (Biochrom KG; Cat.No. A221)) 
 
Auch dieser Ansatz wird mit Aqua Bidest auf 1000 ml aufgefüllt. 
 
3.1.6.3 Dulbecco`s Mod. Eagle Medium (DMEM – high glucose) mit 10% FCS 
 
Dieses DMEM high glucose–Medium dient während des Versuches als Kultur- 
beziehungsweise Versorgungsmedium der Knochenproben. Ein Liter des Mediums setzt 
sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 
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- 13,38 g DMEM (GIBCO BRL; Cat.No. 52100-039) 
- 10 ml L-Glutamin (200 mM solution; PAA, Cat.No. M11-004) 
- 10mg Vitamin C  (Wako; Cat.No. 013-12061) 
- 0,12 g Sodium Hydrogen Carbonat (NaHCO3 (Merck; Cat.No.6329)) 
- 5 mmol (1,08 g) ß-Glycerophosphat Disodium Hydrate (Sigma; Cat.No. 
G9891)  
- 2,383 g HEPES Pulver oder 10 ml HEPES (1M HEPES pH 7,125) 
        (Sigma;Cat.No.H-3375) 
- 50 000 IE Penicillin / Streptomycin = 5,0 ml (BIOCHROM KG; Cat.No.                                       
A2213) 
- 100 ml FCS (Biochrome-Seromed; 511-S) 
 
200 ml Aqua Bidest werden mit einem Rührer in ein Messglas gegeben und mit den 
oben angegebenen Substanzen versetzt. Danach wird das Gemisch auf 800 ml mit Aqua 
Bidest aufgefüllt, der pH – Wert auf 7,25 eingestellt. Anschliessend wird das Messglas 
auf 900 ml mit Aqua Bidest aufgefüllt . Die gewonnene Lösung wird unter der 
Sterilwerkbank filtriert (Bottle Top Filter, 0,22 microns). Desweiteren werden durch 
einen Spritzenvorsatzfilter (0,22µm; Milipore) 100 ml FCS hinzugegeben. Das fertige 
Kulturmedium wird bis zum Gebrauch im Kühlschrank aufbewahrt. 
 
 
3.1.6.4 PBS Dulbecco 
 
Wie bereits in Kapitel 3.1.1: Die Präparation der Knochenzylinder beschrieben, werden 
die Knochenpräparate zwischen den einzelnen Präparationsschritten jeweils in mit PBS 
gefüllten Petrischalen beziehungsweise Reagenzgläsern aufbewahrt. 
Dieses PBS – Medium setzt sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 
 
- 9,55 g PBS Dulbecco  (BIOCHROM; Cat.No. L182-50) gelöst in 
- 1 l Aqua Bidest 
 
Das gewonnene Medium wird für 20 min autoklaviert. 
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3.2    Allgemeine Kulturbedingungen 
 
Nachdem die Knochenzylinder nach der beschriebenen Methodik hergestellt und in die 
Kammern eingesetzt wurden, werden sie in das Perfusions- und Belastungssystem 
(PBS) integriert. 
Das gesamte PBS bestehend aus den Kultur- und Belastungskammern, der 24-
Kanalkassettenpumpe, den Nährmedium-Reservoiren und der Zetos-Belastungseinheit 
wird  während des Versuches in einem abgedunkelten Warmraum gelagert, dessen 
Temperatur kontinuierlich bei 37°C gehalten wird. 
Die Versorgung der Knochenexplantate wird durch das bereits erwähnte DMEM-high-
glucose Medium (siehe Kap. 3.1.6.3) gewährleistet, dessen pH-Wert auf 7,25 eingestellt 
ist. Das Nährmedium wird nach jeweils 72 Stunden gewechselt, sodass für diesen 
Zeitraum jeder Knochenprobe 6 ml Nährmedium zur Verfügung stehen. Die 
Durchflussrate des Mediums beträgt 7ml pro Stunde. 
Um präparationsbedingten Knochenstaub auszuwaschen, wird während der ersten vier 
Versuchstage das Medium täglich gewechselt.  
 
 
 
3.3    Versuchsdurchführung und Verlauf 
 
Die in der Präparation gewonnenen n=24 Knochenzylinder werden zunächst 
randomisiert und in drei Gruppen mit n=8 Explantaten eingeteilt. 
 
 
Gruppe1: 
Die Knochenzylinder der ersten Gruppe werden jeden Tag jeweils im Abstand von 24 
Stunden mit  dem   „Walking“-Signal für 10 min bei einer Frequenz von 1Hz belastet, 
was insgesamt 600 Zyklen pro Tag entspricht. Desweiteren wird jeweils im Anschluss 
an die dynamische Belastung die Scheinbare Steifigkeit bzw. das E-Modul gemessen. 
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Gruppe 2: 
Die Knochenzylinder der zweiten Gruppe werden jeden Tag jeweils im Abstand von 24 
Stunden mit dem   „Jumping“-Signal für 10 min bei einer Frequenz von 1Hz belastet, 
was 600 Zyklen pro Tag entspricht. Desweiteren wird jeweils im Anschluss an die 
dynamische Belastung die Scheinbare Steifigkeit bzw. das E-Modul gemessen. 
 
Gruppe 3: 
Die Knochenzylinder der dritten Gruppe dienen als Kontrollproben und werden nicht 
dynamisch belastet. Nach jeweils vier Versuchstagen (96 Stunden) wird die scheinbare 
Steifigkeit bzw. das E-Modul gemessen.  
 
Mit dem Belastungsmodus wird am dritten Tag nach Präparation begonnen. 
 
Mit Hilfe der verwendeten 24-Kanal-Kassettenpumpe ist es möglich, die Durchflussrate 
des Nährmediums stufenlos zu variieren. Bei diesem Versuch wurde eine 
Durchflussrate von 7ml in der Stunde gewählt, da in Vorversuchen gezeigt werden 
konnte, dass diese Flussrate zu keiner Belastung der Knochenproben durch Scherkräfte 
führt. Dennoch werden die Proben suffizient mit Medium versorgt. 
Die weitere Prozedur verläuft sowohl in den Belastungsgruppen als auch in der 
Kontrollgruppe identisch. 
Nach jeweils 72 Stunden wird das Kulturmedium gewechselt und aus dem verbrauchten 
Medium jeweils eine Probe zur Bestimmung der Alkalischen Phosphatase und der 
Laktatdehydrogenase entnommen (siehe Kap.3.6, 3.7). Desweiteren wird der pH-Wert 
im verbrauchten Medium bestimmt. 
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Gliederung des Versuches für die Belastungsgruppen: 
 
Versuchstag  Belastungstag  Arbeitsschritte 
1 - Präparation und Integration der Knochenzylinder 
2 - Mediumwechsel, pH 
3 - Mediumwechsel, pH 
4 1 Belastung, E-Modul, Mediumwechsel, pH 
5 2 Belastung, E-Modul, Mediumwechsel, pH 
6 3 Belastung, E-Modul 
7 4 Belastung, E-Modul 
8 5 Belastung, E-Modul, Mediumwechsel, pH, AP, LDH 
9 6 Belastung, E-Modul 
10 7 Belastung, E-Modul 
11 8 Belastung, E-Modul, Mediumwechsel, pH, AP, LDH 
12 9 Belastung, E-Modul 
13 10 Belastung, E-Modul 
14 11 Belastung, E-Modul, Calcein-Label, Mediumwechsel, 
pH, AP, LDH 
15 12 Belastung, E-Modul 
16 13 Belastung, E-Modul 
17 14 Belastung, E-Modul, Prostaglandinabnahme, 
Mediumwechsel, pH, AP, LDH 
18 15 Belastung, E-Modul 
19 16 Belastung, E-Modul 
20 17 Belastung, E-Modul, Mediumwechsel, pH, AP, LDH 
21 18 Belastung, E-Modul 
22 19 Belastung, E-Modul 
23 20 Belastung, E-Modul, Alizarin-Label, Mediumwechsel, 
pH, AP, LDH 
24 21 Belastung, E-Modul 
25 22 Belastung, E-Modul 
26 23 Belastung, E-Modul, Mediumabnahme, pH, AP, LDH 
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Gliederung des Versuches für die Kontrollgruppe: 
 
Versuchstag  Belastungstag  Arbeitsschritte 
1 - Präparation und Integration der Knochenzylinder 
2 - Mediumwechsel, pH 
3 - Mediumwechsel, pH 
4 1 Mediumwechsel, pH 
5 2 Mediumwechsel, pH 
6 3 E-Modul 
7 4  
8 5 Mediumwechsel, pH, AP, LDH 
9 6  
10 7 E-Modul 
11 8 Mediumwechsel, pH, AP, LDH 
12 9  
13 10  
14 11 E-Modul, Calcein-Label, Mediumwechsel, pH, AP, LDH 
15 12  
16 13  
17 14 Prostaglandinabnahme, Mediumwechsel, pH, AP, LDH 
18 15 E-Modul 
19 16  
20 17 Mediumwechsel, pH, AP, LDH 
21 18  
22 19 E-Modul 
23 20 Alizarin-Label, Mediumwechsel, pH, AP, LDH 
24 21  
25 22  
26 23 E-Modul, Mediumabnahme, pH, AP, LDH,  
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3.4    Die Belastungssignale 
 
Wie bereits erwähnt, sollen in diesem Experiment zwei unterschiedliche 
Belastungssignale hinsichtlich ihrer Auswirkung auf Knochenexplantate miteinander 
verglichen werden. Bei den Belastungssignalen handelt es sich um Belastungsformen, 
die, was Art und Verlauf anbelangt, physiologischen Bewegungsmustern entsprechen 
und direkt durch Messung auf einer Kraftmessplattform gewonnen wurden [21,110]. 
Das erste Signal stimuliert physiologisches Laufen („Walking“-Signal) und stellt sich 
graphisch wie folgt dar: 
 
Abb. 20: Das „Walking“-Signal in seinen jeweiligen Phasen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A: Abrollen Ferse;  B: Abrollen Vorderfuss;  C: passiver Peak 
D: Körpergewicht 
 
 
Das Vergleichssignal ist ein physiologisches Springen („Jumping“-Signal) 
beziehungsweise Hüpfen und lässt sich graphisch folgendermassen darstellen: 
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Abb. 21: Das „Jumping“-Signal in seinen jeweiligen Phasen 
 
 
  
 
 
 
 
 
A: Fuss auf dem Boden; B: Schwungholen; C: Absprung; D: Flug in der Luft 
E: Landung; F: Nachfedern 
 
 
Dass sich die beiden Signale, was ihre Intensität und somit den möglichen Effekt auf 
den Knochen anbelangt, stark unterscheiden, soll folgende Abbildung verdeutlichen: 
 
Abb. 22: Das „Walking“-Signal aufgetragen auf „Jumping“-Signale 
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Das rot dargestellte Signal zeigt die „Walking“-Sequenz, die Reihen 1 bis 8 entsprechen 
den „Jumping“-Sequenzen (Uni Münster). Aus dieser Abbildung wird ersichtlich, dass 
die in der „Jumping“-Sequenz auftretenden Kräfte weit über denen der „Walking“-
Sequenz liegen. 
Die beiden dargestellten Belastungssignale, aufgenommen als Kraft-Signale, wurden in 
das Zetos-System übertragen und werden dort als Kompression appliziert mit einer 
Amplitude, die 4000µstrain entspricht. Sie werden täglich für eine Belastungsdauer von 
10 Minuten bei einer Frequenz von 1Hz angewendet. 
 
Bevor der PEA (Piezo Electrical Activator) die Belastung der Knochenexplantate 
beginnt, muss an die Proben manuell eine Vorlast angelegt werden. Diese Vorlast 
beträgt 30 Newton und ist nötig, um sämtliche Oberflächen innerhalb der 
Belastungskammer als auch zwischen Belastungskammer und PEA beziehungsweise 
Belastungskammer und Zetos-Rahmen in Kontakt zu bringen.  Insgesamt handelt es 
sich um fünf Grenzflächen zwischen verschiedenen Körpern, die in gutem Kontakt 
zueinander stehen müssen: 
 
1. Kontakt zwischen PEA und Belastungspiston 
2. Kontakt zwischen Belastungspiston und Knochenexplantat 
3. Kontakt zwischen Knochenexplantat und Kammerboden 
4. Kontakt zwischen Kammerboden und Zetos-Rahmen 
5. Kontaktflächen der Gewindeschraube (zur Einstellung der Vorlast) 
 
Die manuell eingestellte Vorlast dient somit zum einen dazu, vor der eigentlichen 
Belastung sämtliche Komponenten jeweils in maximalen Berührungskontakt zu bringen 
und somit die Reproduzierbarkeit der  Belastungen als auch der Ergebnisse zu 
gewährleisten. Zum anderen weisen die Knochenexplantate eine rauhe Oberfläche auf. 
Diese rauhe Oberfläche (Unebenheiten bis max. 10µm) besteht aus schwachem 
(weichem) und präparationsbedingt totem Knochenmaterial, dessen Einfluss auf die 
Belastungsergebnisse durch die angelegte Vorlast minimiert wird.  
 
Die gesamte Belastungsprozedur wird über ein Windows®-Programm gesteuert, das 
neben der Applizierung der genannten Signale auch die Auswahl anderer 
Belastungsformen ermöglicht und die Kreation eigener Stimulationsmuster erlaubt. 
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Auch die übrigen für die Belastung relevanten Parameter sind über diese 
Benutzeroberfläche steuerbar wie beispielsweise die Stärke oder die Frequenz des 
Belastungssignals.  
 
Abb.  23: Die Windows-Benutzeroberfläche zur Steuerung des Zetos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Für den gesamten Versuch ergeben sich n = 23 Belastungstage. Die Knochenexplantate 
werden somit 23 mal für jeweils 10 Minuten bei einer Frequenz von 1Hz je nach 
Belastungsgruppe mit der „Walking“- oder mit der „Jumping“-Sequenz belastet. 
Während der ersten beiden Tage nach der Präparation werden die Proben nicht belastet.  
Sie gelten als Ruhephase. 
 
Nach jeder Belastung erscheint auf dem Monitor folgendes Belastungsprotokoll: 
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Abb. 24: Belastungsprotokoll (hier für eine „Jumping“-Sequenz) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das Belastungsprotokoll stellt zum einen die Belastungssequenz mit der daraus 
resultierenden Kompression graphisch dar, zum anderen werden die zur Kompression 
benötigte Kraft in Newton und die scheinbare Steifigkeit (Young`s Modulus / E-Modul) 
in Mega-Pascal aufgezeichnet. 
 
Jeder dynamischen Explantatbelastung schliesst sich eine Messung der scheinbaren 
Steifigkeit der Probe an (Young`s Modulus/ E-Modul). 
 
 
 
3.5    Die scheinbare Steifigkeit der Knochenexplantate / E-Modul 
 
Unmittelbar nach der dynamischen Belastung der Knochenexplantate wird die 
scheinbare Steifigkeit jeder Probe bestimmt. Dieser Wert wird derart normalisiert, dass 
eine praktische Kenngröße entsteht, die von der Geometrie unabhängig ist und eine 
reine Materialeigenschaft darstellt, die mit anderen geläufigen Materialien leicht zu 
vergleichen ist.  Diese Kenngrösse wird auch als E-Modul oder Young`s Modulus 
bezeichnet. Zu Beginn dieser quasi-statischen Messung wird zunächst, wie auch schon 
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in Kap. 3.4: Die Belastungssignale  beschrieben, über die Gewindeschraube eine  
manuelle Vorlast von 30 Newton  angelegt, um sämtliche Oberflächen in guten Kontakt 
zueinander zu bringen. 
Der Verlauf der PEA-Treiberspannung bei quasi-statischer Messung stellt sich wie folgt 
dar: 
 
Abb. 25: Verlauf der PEA-Treiberspannung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Direkt proportional der Zeit erhöht sich die angelegte Spannung des PEA 
kontinuierlich, was zu einer langsamen Ausdehnung des Piezo-Stack und somit zu einer  
Komprimierung  des  Knochenexplantates  in der Kultur- und Belastungskammer führt. 
Diese Ausdehnung des PEA erreicht ihr Maximum bei einer Kompression des 
Explantates von 20 µm. Der Abfall erfolgt nicht abrupt, sondern innerhalb von 10 
Sekunden in Form einer Kosinus-Flanke, um dynamische Stimulationen mit höheren 
Frequenzanteilen zu vermeiden. Während dieser Messung werden Daten von Kraft und 
Kompression laufend aufgezeichnet und gespeichert. Die scheinbare Steifigkeit wird 
danach als Regressionsgerade ausgedrückt, wobei für jedes Knochenexplantat immer 
das gleiche Teilintervall aus der Gesamtheit der Daten zur Auswertung verwendet wird. 
Die folgende Abbildung zeigt Ergebnisse einer quasi-statischen Messung, den 
Mittelwert und die Standardabweichung. Darüberhinaus ist das Kraftintervall (hier mit  
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[ fa, fb ]) bezeichnet, in welchem die Kurve linear verläuft. Dick hervorgehoben ist die 
Regressionsgerade, deren reziproke Steilheit direkt die scheinbare Steifigkeit darstellt. 
 
Abb. 26: Quasi-statische Messungen zur Bestimmung der scheinbaren Steifigkeit 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Im Anschluss an jede quasi-statische Messung erscheint auf dem Monitor folgendes 
Messprotokoll: 
 
Abb. 27: Typisches Messergebnis einer quasi-statischen Messung zur Bestimmung der  
               scheinbaren Steifigkeit 
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Für den gesamten Versuch ergeben sich somit n = 23 Messungen der scheinbaren 
Steifigkeit für jede Probe der Belastungsgruppen. 
 
 
 
3.6    Die Bestimmung der Alkalischen Phosphatase 
 
Um Rückschlüsse auf die Knochenzellaktivität ziehen zu können, wird während unseres 
Versuches jeweils im Abstand von 72 Stunden (=Intervall des Mediumwechsels) die 
Alkalische Phosphatase (AP) bestimmt. Da während der ersten vier Tage nach 
Präparation das Medium täglich gewechselt werden muss, um präparationsbedingten 
Zelldetritus auszuwaschen, findet die erste Probenabnahme zur AP-Auswertung am 
fünften Belastungstag (= achter Versuchstag) statt. Somit ergeben sich für den gesamten 
Versuchszeitraum n=7 Messungen für jedes Knochenexplantat. 
Aus dem verbrauchten Medium wird jeweils 1 ml Medium in 2 ml-Einhängegefässe      
(Firma Sarstedt) abpipettiert und anschliessend  im Zentrallabor der Universität 
ausgewertet oder bis zur Auswertung bei -20°C tiefgefroren. Im Zentrallabor findet die 
Messung an einem Hitachi 917 statt. 
Von BESSEY, LOWRY und BROCK wurde im Jahre 1946 die Bestimmung der 
Alkalischen Phosphatase mit p-Nitrophenylphosphat als Substrat und Glycin / NaOH 
als Puffer beschrieben. HAUSAMEN et al verbesserten die Bestimmung 1967 mit 
Einführung des Diäthanolamin-Puffers. Die vorliegende Methode entspricht der 
„Optimierten Standard-Methode“ nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft 
für Klinische Chemie 1972. 
 Das Testprinzip entspricht einem Farbtest nach einer standardisierten Methode. Der 
Probe wird zunächst ein Puffer zugesetzt. Nach nochmaliger Zugabe eines Puffer-
Substrat-Gemisches wird der Start der Reaktion induziert: 
 
AP 
p-Nitrophenylphosphat + H2O  ---------------------> Phosphat + p-Nitrophenol 
Mg2+ 
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Das p-Nitrophenylphosphat wird in Gegenwart der Magnesiumionen durch 
Phosphatasen in Phosphat und p-Nitrophenol gespalten. Das dabei freigesetzte p-
Nitrophenol ist proportional der AP -Aktivität und wird photometrisch gemessen.  
Bei jeder Messung wird als „Null-Probe“ nicht benutztes Medium verwendet. Nach der 
Messung wird die „Null-Probe“ von den Werten der einzelnen Knochenproben 
subtrahiert, um die tatsächliche Aktivität der AP in den Proben zu erhalten. In unserem 
Versuch sind die ermittelten AP-Werte wegen Mangels anderer AP-produzierender 
Zelllinien in unseren Proben der Knochen-AP gleichzusetzen. 
 
 
 
3.7    Die Bestimmung der Laktatdehydrogenase 
 
Die Abnahme der Proben zur Bestimmung der Laktatdehydrogenase (LDH) verläuft 
analog der Bestimmung der Alkalischen Phosphatase. 
WACKER et al beschrieben im Jahre 1956 eine Methode zur LDH-Bestimmung mit 
Lactat als Substrat und NAD als Coenzym. Die vorliegende Methode ist die „Optimierte 
Standard-Methode“ nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft für Klinische 
Chemie aus dem Jahre 1972. 
Das Testprinzip beruht auf einem UV-Test nach einer standardisierten Methode. Der 
Probe wird zunächst Puffer / Pyruvat zugegeben. Durch Zugabe von NADH wird die 
Reaktion gestartet. 
             LDH 
Pyruvat + NADH + H+  <==========> Lactat + NAD+ 
  
Die Lactat-Dehydrogenase katalysiert die Umwandlung von Pyruvat zu Lactat. NADH 
wird dabei zu NAD oxidiert. Die Geschwindigkeit der NADH-Abnahme ist direkt 
proportional der LDH-Konzentration und wird photometrisch gemessen. 
Auch bei der Messung der LDH wird als „Null-Probe“ nicht benutztes Medium 
verwendet und diese nach der Messung von den Werten der  Knochenproben 
subtrahiert. 
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3.8    Aufarbeitung der Knochenzylinder nach Versuchsende 
 
 
3.8.1   Fixation der Knochenpräparate 
 
Nach Versuchsende werden die Knochenzylinder aus den Kultur- und 
Belastungskammern entnommen und in flüssigkeitsdurchlässige Kunststoffkästchen      
(Tissue-Tek Uni-Cassets, Firma Miles, Naperville, Irland) umgelagert. In diese 
Kästchen wird ein genau beschrifteter Zettel eingelegt, der die spätere Identifizierung 
der einzelnen Proben ermöglicht.  
Die die Proben enthaltenden Kunststoffkästchen werden dann in ein mit 1,4% iger 
Paraformaldehyd-Lösung gefülltes Becherglas überführt. Dieses Becherglas wird unter 
ständiger Durchmischung mit einen Magnetrührer in einem Kühlschrank bei 4°C für 24 
Stunden aufbewahrt. 
 
 
Die 1,4% ige Paraformaldehydlösung setzt sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 
  
- 35 ml 8% ige Paraformaldehyd-Stammlösung 
- 65 ml Aqua bidest 
- 100 ml 0,04 M Phosphatpuffer + 10% Sucrose 
- pH wird auf 7,4 eingestellt 
 
 
Die aufgeführten Bestandteile setzen sich wie folgt zusammen: 
 
8% ige Paraformaldehyd-Stammlösung: 
-     40 g Paraformaldehyd  (Merck; Cat No: 4005) 
            -     in 500 ml Aqua bidest lösen, aufwärmen und auf neutralen Punkt     
                  einstellen 
-     bei –20°C einfrieren 
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0,04 M Phosphatpuffer + 10% Sucrose (pH 7,4): 
- 40  ml 1M Phosphat-Stammlösung 
- 100 g Sucrose (Roth; Cat.No. 9097) 
- 10 ml 10% NaN3-Solution 
= 1g NaN3-Solution (Merck; Cat.No. 6544) 
    in 10 ml aqua bidest 
- in 1000 ml Aqua bidest lösen 
                       -     auf pH 7,4 einstellen 
 
1M Phosphatpuffer-Stammlösung: 
- 112,5 g Na2HPO4  (Merck; Cat.No. 106586.0500) 
- 30 g KH2PO4  (Roth; Cat.No. 39044.1) 
- in 1000 ml aqua bidest lösen 
 
 
Die Fixation wird anschliessend mit 0,04M Phosphatpuffer-Lösung + 10% Sucrose         
(siehe oben) beendet. Die Proben werden zweimal für jeweils 8 Stunden mit der 
Phosphatpufferlösung bei 4°C gewaschen. Anschliessend werden sie durch eine 
aufsteigende Alkoholreihe und Xylol entwässert. 
 
Aufsteigende Alkoholreihe: 
 
1. Alkohol 70 % 4 Tage, Alkohol wird täglich gewechselt 
2. Alkohol 80 % 1 Tag 
3. Alkohol 90 % 1 Tag 
4. Alkohol 96 % 2 Tage, Alkohol wird täglich gewechselt 
5. Ethanol 100 % 1 Tag 
6. Xylol 1 Tag 
7. Xylol 1 Tag 
 
 
 
 
                                                                                                                                    Material und Methoden 
 66 
3.8.2    Einbettung 
 
Eine wichtige Voraussetzung der nicht-entkalkten Knochenhistologie ist die 
Kunststoffeinbettung. 1941 wurde von PUCKET das Metacrylat als 
Gewebeeinbettmedium in die Histologie eingeführt. Das neue Einbettmedium setzte 
jedoch die Entwicklung besserer Mikrotome voraus mit denen das Schneiden der 
Kunststoffblöcke möglich werden sollte. Im Jahre 1949 wurde dieser Anforderung 
Rechnung getragen und das erste Sägemikrotom entwickelt. 
Dennoch war es zunächst nur möglich, histologische Knochenschnitte mit einer 
Schnittdicke von mindestens 25 µm herzustellen. Erst die von HIRSCH und 
BOELLARD im Jahre 1958 entwickelte Methode des Zusatzes eines Weichmachers 
(Polyethylenglycol) zum Methylmetacrylat ermöglichte die Herstellung dünnerer 
Schnitte. Schnittdicken von weniger als 10 µm konnten jetzt erreicht werden. Auch die 
Anwendung normaler Mikrotome mit Hartstahlmessern statt der Sägemikrotome wurde 
erst durch den  Weichmacherzusatz ermöglicht. 
 
Die  Einbettung der Knochenzylinder läuft in einer Abfolge mehrerer Schritte. Nach 
Beenden der aufsteigenden Alkoholreihe beziehungsweise dem Verbleib in Xylol als  
Intermedium, werden die Knochenzylinder in Technovit® 9100 New (Kulzer) 
eingebettet. Dazu muss die Technovit® 9100 Basis  zunächst entstabilisiert werden.  
Eine Chromatographiesäule wird mit 50 g Aluminiumoxid gefüllt und anschliessend die 
Technovit® 9100 – Basislösung hindurchlaufen gelassen. Eine Chromatographiesäule 
dieser Art ist ausreichend für die Entstabilisierung von 3-4 Litern Basislösung. Die 
entstabilisierten Lösungen werden portioniert und in dunklen Schraubflaschen maximal 
vier Wochen bei 4°C gelagert, über längere Zeiträume bei –15 bis –20°C im 
Gefrierschrank. 
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Herstellung der Gebrauchslösungen aus den Technovit® 9100 N-Komponenten 1-5: 
 
 1 2 3 4 5  
 Basislösung PMMA-
Pulver 
 
Härter 1 Härter 2 Polymerisations- 
Regler 
Lagerung 
Preinfiltration 200 ml 
 
 1g   Raumtemperatur 
Infiltration ad 250 ml 
 
20g 1g / 2g*   4°C 
Stammlösung 
A 
ad 500 ml 80g 3g / 4g*   4°C 
Stammlösung 
B 
ad 50 ml   4 ml 2 ml 4°C 
 
* Bei der Verwendung von stabilisiertem Technovit® 9100 N muss die grössere 
Menge an Härter eingesetzt werden. 
 
    
Die Polymerisationslösung besteht aus neun Volumenanteilen der Stammlösung A und 
einem Volumenanteil der Stammlösung B. Nachdem diese Lösung angesetzt wurde, 
sollte sie sofort verbraucht werden. 
 
Die Knochenproben werden den Aufbewahrungskästchen entnommen und in 
Probenbehälter mit Deckel (2,5 ml / 5 ml; Fa. Kobe)  senkrecht eingestellt. 
Anschliessend werden die Behälter bis zum Rand mit der Polymerisationslösung gefüllt 
und für 5 Minuten im Exsikkator bei 600 MBar evakuiert, um die eventuelle Bildung 
von Luftblasen im eingebetteten Präparat zu vermeiden. Die Kapseln werden dann mit 
einer Folie (Polyethylenfolie; Fa. Kulzer) und dem Deckel luftdicht verschlossen. 
Die Polymerisationsphase findet in einem Gefrierschrank bei –8 bis –15°C statt. Die 
Dauer beträgt je nach erreichter Härte 12 – 48 Stunden. 
Die auspolymerisierten Blöcke werden danach zunächst im Kühlschrank aufbewahrt 
und anschliessend an Raumtemperatur adaptiert. 
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Die Polymerisationsblöcke werden den Probenbehältern entnommen und können 
danach weiter bearbeitet werden. 
 
Abb. 28: Eingebettete Präparate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A: eingebettete Probe in Einbettungsform; B: eingebettete Probe 
nach Entnahme aus Einbettungsform 
 
 
 
3.8.3     Ponalbeschichtung der Objektträger 
 
Um einen möglichst guten Halt der Präparate auf den Objektträgern zu gewährleisten, 
werden die Objektträger mit einer Ponallösung beschichtet. Diese Methode hat sich 
während vieler Versuche hinsichtlich der erzielten Ergebnis als sehr gut herausgestellt. 
 
Folgende Materialien beziehungsweise Lösungen werden dafür benötigt: 
- Objektträger (SuperFrost® Plus; Art.No. 041300) 
- Ponallösung (Holzleim; Fa. Henkel, Verschluss schwarz/orange) 
- Poly-L-Lysin-Lösung  0,1%ig  (Sigma; Cat.No. P 8920)  
 
Das Mischverhältnis ergibt sich wie folgt: 
 
A B 
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- 2 Volumenanteile Ponallösung  (2%ig in Aqua dest) 
- 1 Volumenanteil Poly-L-Lysin-Lösung  (0,01%ig) 
 
Die Objektträger werden für 10 min in einem Objektträgerständer stehend in die oben 
beschriebene Lösung gestellt. Danach lässt man sie abtropfen und bei Raumtemperatur 
für ca. 24h trocknen.  
Die etwas milchige Oberfläche der getrockneten Objektträger sollte nicht irritieren, da 
diese spätestens nach der Entacrylierung der Schnitte wieder klar erscheint. 
 
 
 
3.8.4    Anfertigen von Dünnschnitten 
 
Da wir die Präparate in zwei unterschiedlichen Aushärteformen eingebettet haben, muss 
zunächst an den Präparaten, die in der grösseren Form ausgehärtet sind, der 
überschüssige Kunststoff mit einer Bandsäge abgetragen werden. Somit ergibt sich für 
das folgende Schneiden eine minimale Schnittfläche, wodurch die Abnutzung der 
Hartstahlmesser möglichst gering gehalten werden kann. 
Die histologischen Dünnschnitte werden mit dem Hartschnittmikrotom „Polycut E“ der 
Firma Reichert-Jung® hergestellt. Auch die verwendeten Hartstahlmesser entstammen 
der Produktion der genannten Firma. 
Das Hartstahlmesser wird jeweils in einem Winkel zwischen 0° und 1° zur Schnittebene 
in dem Mikrotomkopf fixiert. Die eingebetteten Präparate werden auf dem Schlitten des 
Mikrotoms so festgezogen, dass der Knochen mit der schmaleren Seite auf das Messer 
zeigt. Das Präparat wird zunächst unter das Mikrotommesser gefahren und möglichst 
dicht an die Schnittkannte des Messers angenähert. Da die Oberfläche der eingebetteten 
Präparate zum Teil sehr uneben ist, werden zunächst bei einer Schnittdicke von 15 µm 
die obersten Schichten des Präparates abgetrennt. Für diese Schnitte können verbrauchte 
Stellen des Messers benutzt werden, die aufgrund vorheriger Schneidevorgänge kleine 
Kerben aufweisen. Die Geschwindigkeit des Mikrotoms kann für diesen ersten 
Arbeitsschritt höher eingestellt werden, da diese Schnitte verworfen werden. Während 
des Schneidens müssen sowohl die Präparatoberfläche als auch das Messer des 
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Mikrotoms mit Schneideflüssigkeit benetzt sein, um ein möglichst reibungsloses 
Gleiten der Schnitte auf dem Messer zu erreichen und ein Einrollen der Präparate zu 
verhindern. Als Schneideflüssigkeit wird 30 % iger Alkohol benutzt, der mit einem 
feinen Borstenpinsel aufgetragen wird. 
Nachdem die oberflächlichen Schichten des Präparates abgetragen sind und eine glatte 
Oberfläche entstanden ist, wird der Schlitten, auf dem die Präparate fixiert sind, an eine 
unbenutzte beziehungsweise wenig verbrauchte Stelle des Mikrotommessers 
verschoben. Die Schnittdicke wird jetzt auf 5 µm eingestellt und die 
Schneidegeschwindigkeit erheblich reduziert (circa fünf Schnitte pro Minute). 
Die Präparatoberfläche und das Messer werden nochmals mit Schneideflüssigkeit 
benetzt und der Schneidevorgang begonnen. Die Schnitte werden mit einem feinen 
Pinsel auf  die Messeroberfläche gezogen und zur Seite geschoben. Um ein Einrollen 
der Schnitte zu verhindern, müssen sie ständig feucht gehalten werden.  Nachdem 
mehrere Schnitte angefertigt wurden, werden sie einzeln mit einer feinen Pinzette auf 
die ponalbeschichteten Objektträger aufgelegt und mit 60 %igem Alkohol gestreckt. 
Auf einen Objektträger werden jeweils zwei Schnitte aufgebracht. 
Danach wird der alkoholnasse Objektträger mit einer Polyethylenfolie (Fa. Kulzer) 
bedeckt und mit Hilfe eines Tupfers der Alkohol zwischen Objektträger und Folie 
ausgestrichen. Je intensiver der Alkohol ausgestrichen wird, desto besser haften die 
Schnitte später am Objektträger. 
Die Objektträger werden danach in eine Präparatepresse gespannt. Zwischen zwei 
Objektträger wird jeweils ein Streifen Löschpapier gelegt, der vorher auf 
Objektträgerformat zugeschnitten wurde. Die Präparatepressen werden fest zugezogen 
und in einem Brutschrank bei 50 °C getrocknet. 
Nach 48 Stunden können die Pressen dem Brutschrank entnommen  und auf 
Raumtemperatur abgekühlt lassen werden. Die Folien werden danach von den 
Präparaten abgezogen und die Objektträger bis zur späteren Entacrylierung archiviert. 
Werden die Folien auf den Objektträgern belassen, so können diese über einen längeren 
Zeitraum gelagert werden. 
 
 
 
 
                                                                                                                                    Material und Methoden 
 71 
3.8.5    Entacrylierung 
 
Bevor die Präparate gefärbt werden können, müssen sie entacryliert beziehungsweise 
entplastiniert werden. Eine histologische Färbung ohne vorheriges Entplasten kann 
unsererseits nicht empfohlen werden, da die Ergebnisse im Vergleich zur Färbung 
entplasteter Schnitte unbefriedigend waren.  
Nachdem die Entacrylierung durchgeführt wurde, müssen die Präparate gefärbt und 
abschliessend versiegelt werden. Werden die Präparate hingegen zur 
fluoreszenzmikroskopischen Auswertung genutzt, werden sie nur versiegelt. 
 
Durchführung der Entacrylierung: 
 
1. 2-Methoxyethylacetat 20 min 
2. 2-Methoxyethylacetat 20 min 
3. 2-Methoxyethylacetat 20 min 
4. 100 %iges Äthanol 3 min 
5. 96 %iges Äthanol 3 min 
6. 80 %iges Äthanol 3 min 
7. 70 %iges Äthanol 3 min 
8. 50 %iges Äthanol 3 min 
9. Aqua dest. 3 min 
10. Aqua dest. 3 min 
 
 
Alternativ zur absteigenden Alkoholreihe (Schritte 4 bis 8), die der Rehydrierung der 
Präparate dient, können die Präparate auch zweimal für jeweils 5 Minuten in Aceton 
eingestellt werden. 
Das verwendete  2-Methoxyethylacetat dient der Entplastinierung der Präparate und 
wird als gebrauchsfertige Lösung von der Firma Merck vertrieben. Wie bereits erwähnt, 
führt die absteigende Alkoholreihe zur Rehydrierung der Präparate und bereitet diese 
auf die wässrigen Färbelösungen vor. Auch das zweimalige Spülen in Aqua dest. 
verbessert die Hydratisierung der Präparate. 
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3.8.6     Die Färbung der Dünnschnitte  
 
 
3.8.6.1     Die Trichromfärbung nach Goldner 
 
Die Masson–Goldner–Färbung ist eine von mehreren verschiedenen 
Trichromfärbungen, die heute eine der Standardfärbungen für die 
Knochenmorphometrie darstellt. Sie ist charakterisiert durch gute Zellanfärbung und 
farblich klar unterscheidbare Darstellung mineralisierter und nicht-mineralisierter 
Knochenmatrix. 
In den angefärbten Präparaten stellen sich mineralisiertes Knochengewebe und 
Kollagen leuchtend grün dar. Das Osteoid erscheint rot, Zellkerne blau-schwarz und das 
Zytoplasma rötlich-braun.  
 
Herstellen der Färbelösungen: 
 
 Weigerts Eisenhämatoxylin 
 
 Stammlösung: Hämatoxylinlösung 
- 1 g Hämatoxylin 
- 100 ml 96% iges Äthanol 
 
Das Hämatoxylin wird im Äthanol gelöst und muss etwa  eine Woche reifen bevor es 
zur Anwendung geeignet ist. Das Äthanol kann zum Lösen des Hämatoxylins erwärmt 
werden. 
 
 Stammlösung: Eisenchloridlösung 
- 1,5 g Eisen(III)chlorid wasserfrei 
- 100 ml Aqua dest. 
- 1 ml konzentrierte Salzsäure 
 
Das Eisen(III)chlorid wird im Aqua dest. gelöst. Anschliessend wird die Salzsäure 
zugesetzt. 
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Färbelösung: 
 
Als Färbelösung dient eine Mischung beider Stammlösungen im Verhältnis 50:50. 
Diese sollte erst unmittelbar vor Gebrauch hergestellt werden. 
 
Säurefuchsin-Ponceau 
- 0,2 g Ponceau de Xylidine 
- 0,1 g Säurefuchsin 
- 100 ml Aqua dest. 
- 0,6 ml Eisessig 
 
Das Ponceau de Xylidine und Säurefuchsin werden in Aqua dest. gelöst und Eisessig 
zugesetzt. 
 
Phosphormolybdänsäure-Orange G 
- 3-4 g Phosphormolybdänsäure 
- 100 ml Aqua dest. 
- 2 g Orange G 
 
Die Phosphormolybdänsäure wird im Aqua dest. gelöst und das Orange G zugesetzt. 
 
Lichtgrün 
- 0,1 – 0,2 g Lichtgrün 
- 100 ml Aqua dest. 
- 0,2 ml Eisessig 
 
Das Lichtgrün wird im Aqua dest. gelöst und der Eisessig zugesetzt. 
 
 
Färbevorschrift: 
 
1. Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x  20 min 
2. Aceton 2x  5 min 
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3. Spülen in Aqua dest. 2x  3 min 
4. Weigerts Eisenhämatoxylin 10 min 
5. Bläuen in Leitungswasser 10 min 
6. Färben in Säurefuchsin-Ponceau 7 min 
7. Abspülen mit 1% iger Essigsäure  
8. Differenzieren in Phosphormolybdänsäure – 
Orange G 
7 min 
9. Abspülen mit 1% iger Essigsäure  
10. Gegenfärben mit Lichtgrün 15 min 
11. Auswaschen mit 1% iger Essigsäure  
12. Aufsteigende Alkoholreihe  
13. Xylol als Intermedium 2x  5 min 
14. Eindecken mit Entellan  
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Abb. 29: Übersichtsaufnahme in der Trichrom-Färbung nach Goldner 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 30: Zwei verschmelzende Knochentrabekel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(MK) Mineralisierter Knochen; (O) Osteoid; (Mf) Mineralisationsfront 
(K) Kollagen; (Oz) Osteozyt; (Ob) Osteoblast; (Fv) Fettvakuole 
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3.8.6.2      Die Giemsa-Färbung 
 
Der Vorteil der Giemsa-Färbung besteht in der schnellen und einfachen 
Durchführbarkeit. Sie liefert gute Differenzierungsmöglichkeiten hinsichtlich der 
Farbkontraste zwischen Zellen und der Interzellularsubstanz der Weich- 
beziehungsweise Hartgewebe. 
In den Präparaten imponiert die mineralisierte Knochenmatrix rosa bis zartrosa, das 
Kollagen rosa, Osteoid blassblau sowie Zellen und Zellkerne in einem blau 
unterschiedlicher Farbtöne. 
 
Herstellen der Färbelösung: 
 
- 40 ml Giemsa – Lösung 
- 160 ml abgekochtes Aqua dest. 
 
Die Giemsa – Lösung, die vor jeder Färbereihe frisch angesetzt werden sollte, wird mit 
dem Aqua dest. verdünnt.  
 
Färbevorschrift: 
 
1. Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x  20 min 
2. Absteigende Alkoholreihe  
3. Spülen in Aqua dest. 2x  3 min 
4. Einstellen in die Giemsa-Lösung 30 min 
5. Differenzieren in 0,1% iger Essigsäure kurz 
6. Differenzieren in 70% igem Äthanol kurz 
7. Differenzieren in 96% igem Äthanol kurz 
8. Xylol als Intermedium 2x  5 min 
9. Eindecken mit Entellan  
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Abb. 31: Übersichtsaufnahme  in der Giemsa-Färbung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 32: Knochentrabekel in der Giemsa-Färbung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(MK) Mineralisierter Knochen; (O) Osteoid; (Oz) Osteozyt 
(Blc) Bone Lining Zellen; (Fv) Fettvakuole 
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3.8.6.3  Die Toluidin O – Färbung 
 
Obwohl für die Toluidin O – Färbung nur ein Farbstoff benötigt wird, zeichnet sie sich 
durch eine sehr gute Gewebsdifferenzierung aufgrund metachromatischer Effekte aus. 
Durch anschliessende Differenzierung in 70 % igem und abschliessend in absolutem 
Äthanol können diese metachromatischen Farbeffekte aufgrund unterschiedlich starker 
Entfärbung der einzelnen Gewebearten nochmals intensiviert werden. Somit werden 
trotz sehr einfacher Durchführbarkeit sehr gute Ergebnisse erzielt. 
Unter mikroskopischer Betrachtung stellt sich mineralisiertes Hartgewebe ungefärbt 
dar, Zellen und Weichgewebe in verschiedenen Blautönen. Die Knorpelmatrix sowie 
Mastzellgranula imponieren metachromatisch rot-violett, verkalkte Knorpelmatrix 
dunkelblau. REVELL [87] konnte zeigen, dass die Mineralisationsgrenze in Form einer 
gekörnten violetten Linie erscheint. 
 
 
Herstellen der Färbelösung: 
 
- 0,3 g  Toluidinblau O 
- 2,5 g  Natriumkarbonat 
- 100 ml  Aqua dest. 
 
Mit Hilfe eines Magnetrührers werden Toluidinblau O und Natriumkarbonat in 100 ml 
Aqua dest. gelöst. Die entstandene Lösung muss vor Gebrauch zweimal filtriert werden.   
 
Färbevorschrift: 
 
1. Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x  20 min 
2. Aceton 2x  5 min 
3. Spülen in Aqua dest. 2x  3 min 
4. Toluidin O – Lösung 10 min 
5. Spülen in Aqua dest.  
6. Differenzieren in 70% igem Äthanol kurz 
7. Differenzieren in absolutem Äthanol kurz 
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8.  Xylol als Intermedium 2x  5 min 
9. Eindecken in Entellan  
 
 
 
 
Abb. 33: Knochentrabekel in der Toluidin O – Färbung 
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Abb. 34: Knochentrabekel in der Toluidin O – Färbung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(MK) Mineralisierter Knochen; (O) Osteoid; (Mf) Mineralisationsfront 
(Oz) Osteozyt; (Ob) Osteoblast; (Blc) Bone Lining Zellen 
 (Fv) Fettvakuole; (A) Arterie 
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3.8.6.4  Die modifizierte v. Kossa-Versilberung nach Krutsay 
 
Im Jahre 1963 wurde die ursprüngliche Kossa-Versilberung von KRUTSAY modifiziert 
und wird seitdem auch für kunstharzeingebettete Hartmikrotomschnitte empfohlen. 
Zudem ist sie auch für Dünnschliffpräparate anwendbar. Die Versilberung beruht auf 
einem Ionenaustausch, der selektiv alle mineralisierten vor allem aber 
kalziumphosphathaltigen Gewebeanteile feststellt, was zu äusserst kontrastreichen 
Darstellungen führt. Jedoch werden strukturelle Unterschiede wie lamelläre oder 
geflechtartige Kollagenfibrillenanordnungen überdeckt. 
Besonders geeignet ist die von Kossa-Färbung für die automatische Bildanalyse 
hinsichtlich histomorphometrischer Auswertungen an verkalkter Substanz. 
Das mineralisierte Knorpel- beziehungsweise Knochengewebe wird schwarz dargestellt, 
Mineralisationsfronten heben sich schwarz-granuliert hervor. Unter Verwendung 
verschiedener Gegenfärbungen ist es zudem möglich, Osteoidsäume, Zellen und 
Weichgewebe sehr kontrastreich hervorzuheben. 
In unserer histologischen Auswertung fand die Gegenfärbung mit Farbstoffen der 
Trichrom-Goldner-Färbung Anwendung. Mit dieser stellen sich Osteoid rot, Zellkerne 
blauschwarz und Zytoplasma rötlich-braun dar.   
 
Die Färbelösungen setzen sich wie folgt zusammen: 
 
 5% ige Silbernitrat-Lösung 
- 5 g Silbernitrat   
- 100 ml Aqua dest 
 
Das Silbernitrat wird in Aqua dest gelöst und die fertige Lösung lichtgeschützt 
aufbewahrt. 
 
 Natriumkarbonat-Formaldehyd-Lösung 
- 10 g Natriumkarbonat 
- 50 ml 37% ige Formaldehydlösung (wasserfrei) 
- 150 ml Aqua dest. 
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Das Natriumkarbonat wird in Aqua dest. gelöst und die Formaldehydlösung zugesetzt. 
 
 Natriumthiosulfatlösung 
- 7 g Natriumthiosulfat 
- 133 ml Aqua dest. 
 
Das Natriumthiosulfat wird in Aqua dest. gelöst. 
 
 Kernechtrot-Färbelösung 
- 0,2 g Kernechtrot 
- 200 ml 5% ige wässrige Aluminiumsulfatlösung 
 
Die Aluminiumsulfatlösung wird zunächst zum Kochen gebracht, anschliessend wird 
das Kernechtrot eingerührt. Die erhaltene Lösung wird für weitere 10 min gekocht und 
nach Erkalten filtriert. 
 
 
 
Färbevorschrift: 
 
1. Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x  20 min 
2. Spülen in Aceton 2x 
3. Spülen in Aqua dest. 2x  3 min 
4. Einstellen in die Silbernitratlösung 30 min 
5. Spülen in Aqua dest. 3x 
6. Reduzieren in Natriumkarbonat-Formaldehyd 8 min 
7. Spülen in Aqua dest. 10 min 
8. Fixieren in Natriumthiosulfat 5 min 
9. Spülen in Leitungswasser 15 min 
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Gegenfärbung mit Kernechtrot: 
 
10. in Aqua dest. wässern   
11. Einstellen in Kernechtrot 45 min 
12. Spülen in Aqua dest.  
13. Aufsteigende Alkoholreihe  
14. Xylol als Intermedium 2x 5 min 
15. Eindecken mit Entellan  
 
 
 
 
Gegenfärbung mit Farbstoffen der Trichrom-Goldner-Färbung: 
 
10. Weigerts Eisenhämatoxylin 10 min 
11. Bläuen in Leitungswasser 10 min 
12. Färben in Säurefuchsin-Ponceau 7 min 
13. Abspülen mit 1% iger Essigsäure  
14. Differenzieren in Phosphormolybdänsäure-Orange 
G 
7 min 
15. Abspülen mit 1% iger Essigsäure  
16. Aufsteigende Alkoholreihe  
17. Xylol als Intermedium 2x  5 min 
18. Eindecken mit Entellan  
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Abb. 35: Knochentrabekel in der v.Kossa-Färbung und Gegenfärbung mit Trichrom- 
Goldner-Farbstoffen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 36: Zwei verschmelzende Knochentrabekel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(MK) Mineralisierter Knochen; (O) Osteoid; (Mf) Mineralisationsfront 
(K) Kollagen; (Oz) Osteozyt; (Fv) Fettvakuole 
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3.8.6.5    Die Doppelfärbung nach Hämalaun-Eosin  (H&E) 
 
Die Doppelfärbung nach Hämalaun-Eosin ist eine in der Routine häufig angewendete 
Färbung, die sich durch eine einfache und schnelle Durchführbarkeit auszeichnet.  
Im Vergleich zu den vorher aufgeführten Färbetechniken weißt sie jedoch nur eine 
geringe Differenzierbarkeit der einzelnen Gewebearten auf. So werden Zellkerne blau, 
alle übrigen Gewebearten in unterschiedlichen Rottönen beziehungsweise 
Rotabstufungen dargestellt.  
 
Herstellen der Färbelösungen: 
 
 Hämalaun 
- 2,5 g Hämatoxylin 
- 0,5 g  Natriumjodat 
- 125 g Aluminiumkaliumsulfat 
- 2500 ml Aqua dest. 
- 125 g Chloralhydrat 
- 2,5 g Zitronensäure 
 
 
Das Hämatoxylin, Natriumjodat und Aluminiumkaliumsulfat  werden über Nacht in 
Aqua dest. gelöst. Am folgenden Tag werden Chloralhydrat und Zitronensäure 
hinzugefügt. Diese Lösung muss 5 Minuten aufgekocht und anschliessend filtriert 
werden. 
 
 Eosin 
- 1 ml Certstain Eosin  G  (gelblich) 
- 100 ml  70 %iges Äthanol 
 
Das Certstain Eosin G  wird in Äthanol gelöst und die Färbelösung vor Gebrauch mit 
Eisessig etwas angesäuert. 
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Färbevorschrift: 
 
1. Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x  20 min 
2. Absteigende Alkoholreihe  
3. Spülen in Aqua dest. 2x  3 min 
4. Einstellen in Hämalaun 30 min 
5. Bläuen in Leitungswasser 10 min 
6. Einstellen in Eosin 5 min 
7. Spülen in Wasser  
8. Aufsteigende Alkoholreihe  
9.  Xylol als Intermedium 2x  5 min 
10. Eindecken mit Entellan  
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Abb. 37: Übersichtsaufnahme  in der H&E-Doppelfärbung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 38: Trabekeloberfläche  in der H&E-Doppelfärbung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(MK) Mineralisierter Knochen; (Oz) Osteozyt; (Ob) Osteoblast 
(Fv) Fettvakuole 
 
MK 
Fv 
Oz 
 
MK 
Fv 
Oz Ob 
                                                                                                                                    Material und Methoden 
 88 
3.8.6.6  Die Färbung mit Alcianblau-PAS 
 
Die Alcianblau-PAS Färbung ermöglicht die gleichzeitige Darstellung neutraler 
Polysaccharide und saurer Glykosaminoglykane, ohne jedoch zwischen beiden genau 
differenzieren zu können. 
In den angefärbten Präparaten stellen sich Zellkerne blau, Mastzellgranula und saure 
Glykosaminoglykane blaugrün, Osteoid und Knorpelmatrix blassrosa, mineralisiertes 
Hartgewebe blassrötlich, sowie Glykogen und Glykoproteine dunkel purpurrot dar. 
 
Herstellen der Färbelösung: 
 
 Alcianblaulösung 
- 1 g Alcianblau 
- 100 ml  3%ige Essigsäure 
 
Das Alcianblau wird in Essigsäure gelöst. 
 
 0,5%ige Perjodsäure 
- 10 ml 0,2M Natriumazetatlösung 
- 0,8 g Perjodsäure 
- 20 ml Aqua dest. 
- 70 ml absolutes Äthanol 
 
Um 0,2%ige Natriumazetatlösung zu erhalten, werden 0,272g Natriumazetat in 10 ml 
Aqua dest. gelöst. Die Perjodsäure wird in Aqua dest. gelöst und im Anschluss die 
Natriumazetatlösung hinzugegeben. Anschliessend wird diese Lösung mit Äthanol 
gemischt. Die Färbelösungen sollten lichtgeschützt in einer braunen Glasflasche 
aufbewahrt werden. Bei einer Braunfärbung der Lösung muss diese verworfen werden. 
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 Schiff``sches Reagenz 
 
  Stammlösung I 
- 5 g Pararosanilin 
- 150 ml 1N Salzsäure 
 
Das Pararosanilin wird in der Salzsäure gelöst. 
 
  Stammlösung II 
- 5 g Natriumdisulfit 
- 850 ml Aqua dest. 
 
Das Natriumdisulfit wird in Aqua dest. gelöst. 
 
 Färbelösung 
 
Die Färbelösung besteht aus einem Gemisch der beiden Stammlösungen im Verhältnis 
50:50 und wird für 24 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschliessend 
werden 3g Aktivkohle hinzugegeben. Die Lösung wird vor der abschliessenden 
Filtration für 2 Minuten geschüttelt. 
 
 Hämalaun 
- 2,5 g Hämatoxylin 
- 0,5 g Natriumjodat 
- 125 g Aluminiumkaliumsulfat 
- 2500 ml Aqua dest. 
- 125 g Chloralhydrat 
- 2,5 g Zitronensäure 
 
Das Hämatoxylin, Natriumjodat und Aluminiumkaliumsulfat werden über Nacht im 
Aqua dest. gelöst. Am folgenden Tag werden das Chloralhydrat und die Zitronensäure 
zugesetzt. Diese Lösung wird aufgekocht und abschliessend filtriert. 
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Färbeanleitung: 
 
1. Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x  20 min 
2. Absteigende Alkoholreihe  
3. Spülen in Aqua dest. 2x  3 min 
4. Einstellen in 3%ige Essigsäure 3 min 
5. Einstellen in Alcianblaulösung 2 h 
6. Spülen mit Leitungswasser 5 min 
7. Einstellen in Perjodsäure 30 min 
8. Spülen mit Leitungswasser 5 min 
9. Einstellen in Schiff``sches Reagenz 45 min 
10. Spülen mit Leitungswasser 10 min 
11. Einstellen in Hämalaun 10 min 
12. Bläuen in Leitungswasser 10 min 
13. Aufsteigende Alkoholreihe  
14. Xylol als Intermedium 2x  5 min 
15. Eindecken mit Entellan  
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Abb. 39: Osteozyten mit eingelagertem Glykogen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 40: Osteoklast in Howship-Lakune 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(MK) Mineralisierter Knochen; (Oz) Osteozyt; (Ob) Osteoblast 
(Ok) Osteoklast in (HL) Howship-Lakune; (Glyc) Glykogen 
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3.8.6.7  Enzymhistochemie:  Alkalische und Saure Phosphatase 
 
Mit Hilfe dieser enzymatischen Färbung wird es möglich, die Enzymaktivitäten der 
Alkalischen und der Sauren Phosphatase im Präparat darzustellen. Alkalische 
Phosphatase, die charakteristisch für Osteoblasten ist, stellt sich im Präparat blau dar. 
Die Saure Phosphatase, durch deren Aktivität Osteoklasten charakterisiert sind, wird 
rötlich dargestellt. Zellkerne imponieren durch die Gegenfärbung mit Methylgrün 
leuchtend grün. 
 
Herstellen der Färbelösungen: 
 
 1M Tris-Stammlösung 
- 121,14 g Tris (Sigma, Cat.No. T1503) 
- ad. 1000 ml Aqua dest. 
 
Das Tris wird im Aqua dest. gelöst. 
 
0,1M Tris-Puffer (pH 9,4) 
- 100 ml 1M Tris-Stammlösung 
- ad. 1000 ml Aqua dest. 
  
100ml der 1M Tris-Stammlösung werden in 1000ml Aqua dest. gelöst. Anschliessend 
wird der pH auf 9,4 eingestellt. 
 
 2M Natriumacetat-Stammlösung 
- 74,13 g Natriumacetat (Roth, Cat.No. 6773.1) 
- 5,5 ml Eisessig (Merck, Cat.No. 1.00063) 
- ad. 500 ml Aqua dest. 
 
Das Natriumacetat und das Eisessig werden im Aqua dest gelöst. 
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 0,1M Natriumacetatpuffer (pH 5,6) 
- 50 ml 2M Natriumacetat-Stammlösung 
- ad. 1000 ml Aqua dest.   
 
Das Natriumacetat wird im Aqua dest. gelöst. Der pH wird auf 5,6 eingestellt. 
 
 Reaktionslösung: Alkalische Phosphatase 
- 50 ml 0,1M Tris-Puffer  (pH 9,4) 
- 50 mg Echtblau Salz (Sigma, Cat.No. F8761) 
- 25 mg Naphthol-AS-BI-Phosphat (Sigma, Cat.No. N-2250) gelöst in 
0,5ml DMSO/Triton X 100  
 
 Reaktionslösung: Saure Phosphatase 
- 50 ml 0,1M Natriumacetat-Puffer (pH 5,6) 
- 500 µl Hexonium-Pararosanilin (Merck; Cat.No. 1.07509); 250µl 4% 
Pararosanilin in 2N HCL + 250 µl 4% Natriumnitrit (Merck; Cat.No. 
6544) in Aqua dest.; 1min vortexen, 5 min reagieren lassen 
- 25 mg Naphthol-AS-BI-Phosphat (gelöst in 0,5ml DMSO/Triton 
X 100) 
 
 Gepufferte 4%-ige Formalinlösung 
- 100 ml 37%-iges Formol (Merck; Cat.No. 1.04002) 
- 4 g NaH2PO4 . H2O (Merck; Cat.No. 6346) 
- 6,5 g Na2HPO4 (Merck; Cat.No. 6586) 
- ad. 1000 ml Aqua dest. 
 
Der pH-Wert der gepufferten 4%-igen Formalinlösung wird auf 7,0 eingestellt. 
 
 Methylgrün 
- 0,5 g Methylgrün (Merck; Cat.No. 1.15944) 
- ad. 100 ml Aqua dest. 
- 25 ml Äthanol absolut 
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Das Methylgrün wird im Aqua dest. gelöst. Anschliessend wird das Äthanol zugesetzt 
und der pH-Wert auf 4,5 eingestellt. 
 
 
 
Färbeanleitung: 
 
1. Spülen in 0,1M Tris-Puffer 10 min / RT 
2. Inkubation in Reaktionslösung I 2 h / 37°C 
3. Spülen in Aqua dest.  
4. Spülen in 0,1M Acetat-Puffer 10 min / RT 
5. Inkubation in Reaktionslösung II 1 h / 37°C 
6. Spülen in Aqua dest.  
7. Nachfixieren in 4% Formalin 2-3 h / RT 
8. Spülen in Leitungswasser  
9. Gegenfärbung mit Methylgrün 10 min 
10. Spülen in Leitungswasser  
11. Eindecken mit Kaisers Glyceringelatine (Merck; 
Cat.No. 109242) 
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Abb. 41:  Osteoklasten in der Sauren Phosphatase-Darstellung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.42: Osteoblasten, deren Alkalische Phosphatase nicht mehr nachweisbar ist 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(MK) Mineralisierter Knochen; (Ob) Osteoblasten; (Oz) Osteozyten 
(Ok) Osteoklasten; (Fv) Fettvakuole 
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3.8.7    Die polychrome Sequenzmarkierung 
 
Um Rückschlüsse auf die dynamischen Umbauprozesse in den Knochenexplantaten 
ziehen zu können, werden die Proben während des Versuches zweifach mit 
Fluochromen markiert. Die erste Markierung findet am 11. Belastungstag mit Calcein 
statt, einem sich grün darstellenden Farbstoff. 
 
Herstellen der Calcein-Färbelösung 
 
 Stammlösung 
- 50 mg Calcein  (Sigma; Cat.No. C-0875) 
- 75 ml  NaCl  0,9 %ig  (BRAUN; 1476A95) 
 
Das Calcein wird im NaCl gelöst. 
 
 Gebrauchslösung 
  30 µg Stammlösung / ml Medium 
 
 Konzentration der Perfusionslösung 
  360 µl Calcein-Gebrauchslösung in 8ml Medium (ohne FCS) 
   
Das zweite Mal wird am 20. Belastungstag markiert. Bei dieser Markierung  kommt 
Alizarin zum Einsatz, welches im  Unterschied zum Calcein rot anfärbt.   
 
Herstellen der Alizarin-Färbelösung 
 
 Stammlösung 
- 30 mg Alizarin Complexone  (ICN Biomedicals Inc.;Cat No: 195027) 
- 10 ml  NaCl  0,9 %ig  (BRAUN; 1476A95) 
 
Das Alizarin wird in NaCl gelöst. Anschliessend wird der pH-Wert auf 6,9 eingestellt 
und die Lösung steril filtriert. 
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Gebrauchslösung 
  45 µg Stammlösung / ml Medium 
 
 Konzentration der Perfusionslösung 
  90 µl Alizarin-Gebrauchslösung in 5,9ml Medium (ohne FCS) 
 
 
Die Kultur- und Belastungskammern werden unmittelbar nach der dynamischen 
Belastung der Knochenexplantate und Bestimmung deren E-Moduls mit dem den 
Fluoreszenzfarbstoff enthaltenden Medium (ohne FCS) verbunden. Die Knochenproben 
werden 2,5 Stunden mit diesem Medium versorgt. Nach diesem Vorgang werden die 
Kammern zweimal für jeweils 45 Minuten mit DMEM-Medium (ohne FCS) gespült 
und anschliessend wieder mit DMEM-Medium (mit FCS) verbunden. 
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Abb. 43: Alizarinbande mit aufgelagertem Osteoid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 44: Alizarinbande mit aufgelagertem Osteoid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(MK) Mineralisierter Knochen; (AL) Alizarinbande mit aufgelagertem (O) Osteoid 
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3.8.8     Immunhistochemie:  Detektion apoptotischer Osteozyten 
 
Zur Darstellung apoptotischer Osteozyten wird der ApopTag In Situ Oligo Ligation 
(ISOL) Kit der Firma Intergen® Company verwendet. 
Der ApopTag ISOL Kit basiert auf der biochemischen Spezifität der T4 DNA-Ligase. 
Dieses Enzym bindet kovalent an exakt komplementäre Enden eines Paares 
doppelsträngiger DNA-Moleküle. Die zu verbindenden Enden sind dabei das der 
genomischen DNA der Probe und das der synthetischen, biotinidierten Oligonukleotide 
des ISOL-Kits. Die Detektion dieser gebundenen DNA-Abschnitte erfolgt anschliessend 
durch zusätzliche Anbindung eines Streptavidin-Peroxidase-Konjugates. Peroxidase 
wiederum begünstigt die Anlagerung des Substrates Diaminobenzadin (DAB), das 
lichtmikroskopisch sichtbar wird. 
Die T4 DNA-Ligase kann spezifisch DNase1-typische Enden, die nur bei Aktivierung 
Apoptose-spezifischer Endonukleasen entstehen, mit biotinmarkierten Oligonukleotiden 
verbinden. Somit wird auch die gute Differenzierbarkeit zwischen apoptotischen und 
nekrotischen Zellen beziehungsweise anderweitig geschädigten Zellen gewährleistet.  
 Der ApopTag ISOL Kit verhindert somit die zufällige Markierung zerstörter DNA 
besser als die TUNEL-Methode, die falsch-positive Ergebnisse und Hintergründe 
verursachen kann. 
Vitale Osteozyten stellen sich blau bis violett dar, wohingegen in Apoptose begriffene 
Zellen braun imponieren.  
Als Positiv- bzw. Negativkontrolle wird ebenfalls ein Rattendarmpräparat gefärbt, von 
dem sowohl bekannt ist, dass es viele apoptotische Zellen enthält, als auch wie sich 
diese darstellen. 
Es muss jedoch bemerkt werden, das hier nur eine von mehreren möglichen Methoden 
zur Darstellung apoptotischer Zellen untersucht und dargestellt werden soll.  
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Abb. 45: Detektion apoptotischer Zellen mit dem ApopTag ISOL-Kit 
 
 
 
Anwendung des ApopTag In Situ Oligo Ligation Kit: 
 
Entacrylierung 
1. Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x  20 min 
2. Absteigende Alkoholreihe  
3. Spülen in Aqua dest. 2x  3 min 
4. Spülen in PBS 5 min 
 
3%ige Wasserstoffperoxid-Lösung 
20 ml 30%ige Wasserstoffperoxid-Lösung werden mit 180 ml PBS verdünnt. 
5. Einstellen in Wasserstoffperoxid 5 min 
6. Spülen mit PBS  
7. Waschen mit Aqua dest. 2x  2 min 
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Proteinase K (100 µl / Objektglas) 
Die Proteinase K Stammlösung wird mit PBS auf eine Gebrauchskonzentration von  
50 µg / ml verdünnt. 
8. Einstellen in Proteinase K 15 min 
9. Spülen mit PBS  
10. Waschen mit Aqua dest. 2x  2 min 
 
Äquilibrationspuffer 
11. Auftragen des Äquilibrationspuffers in feuchter Kammer  30 
min 
12. Spülen mit PBS  
 
Oligonukleotid-Ligase Lösung  (60 µl / Objektglas) 
Entsprechend der Fragestellung werden pro Objektglas 45 µl Oligo A- oder Oligo B-
Lösung mit 6 µl T4 DNA-Ligase Enzym vermischt. 
 
Bei der Negativ-Kontrolle wird statt der T4 DNA-Ligase der Äquilibrationspuffer 
verwendet. Die Positiv-Kontrollen werden analog mit den zu detektierenden Präparaten 
behandelt. 
 
13. Auftragen der Oligonukleotid-Ligase Lösung in feuchter Kammer 10 – 16 
Stunden 
14. Spülen mit PBS  
15. Waschen mit Aqua dest. 3x  10 min 
 
 
Streptavidin-Peroxidase (60 µl / Objektglas) 
 
16. Auftragen der Streptavidin-Peroxidase in feuchter Kammer 30 min 
17. Spülen mit PBS  
18. Waschen mit PBS 3x  5 min 
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Peroxidase Substrat (75 µl / Objektglas) 
73,5 µl Diaminobenzidin (DAB) Verdünnungs-Puffer werden mit 1,75 µl DAB Substrat 
vermischt. 
 
19. Auftragen des Peroxidase Substrates in feuchter Kammer 10 min 
20. Spülen mit PBS  
21. Waschen mit Aqua dest. 2x  2 min 
 
 
Gegenfärbung mit Hämalaun ( Herstellung der Hämalaun-Lösung siehe Kap.3.9.6.5) 
 
22. Einstellen in Hämalaun 30 min 
23. Bläuen in Leitungswasser 10 min 
24. Aufsteigende Alkoholreihe  
25. Xylol als Intermedium 2x  5 min 
26. Eindecken mit Entellan  
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Abb. 46:  Vitale Osteozyten nach Anwendung des ApopTag ISOL Kit 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 47:  Apoptotische Osteozyten 
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Abb. 48: Gegenüberstellung vitaler und apoptotischer Osteozyten 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(MK) Mineralisierter Knochen; (Oz(v)) vitale Osteozyten 
 (Oz(a)) apoptotische Osteozyten 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MK 
 
  Oz(v) 
  Oz(a) 
                                                                                                                                    Material und Methoden 
 105 
3.8.9     Das Eindecken der Präparate 
 
Nach der Durchführung der verschiedenen Färbetechniken werden die Präparate 
eingedeckt. Als Eindeckmittel verwenden wir Entellan® neu (Merck; Cat.No. 107961). 
Dieses Eindeckmittel kann für alle entwässerten, mikroskopischen Präparate verwendet 
werden und ermöglicht stabile Farben über mehrere Jahre. 
Am Ende einer jeden Färbereihe werden die Präparate direkt dem Xylol entnommen 
und unter dem Abzug eingedeckt. Dazu wird auf die Deckgläser mit Hilfe eines 
Glasstabes ein Tropfen Entellan aufgebracht. Das Deckglas wird dem Präparat am 
oberen Ende aufgesetzt und unter langsamer Absenkung ausgestrichen. Der 
Zwischenraum zwischen Präparat und Deckglas muss vollständig mit Entellan 
ausgefüllt sein. Überschüssiges Eindeckmittel kann mit einem xylolfeuchten Lappen 
entfernt werden. Nach anschliessender Trocknung können die Präparate mikroskopiert 
werden. 
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3.9     Materialverzeichnis 
 
Herstellung der Knochenpräparate 
 
Präparation der Knochenzylinder 
- Chirurgische Handsäge 
- Diamantbandsäge mit 2mm Sägeband; EXAKT Apparatebau GmbH 
- Standbohrmaschine; PROXXON PF 360 
- Hohlbohrer diamantbesetzt; T.Pohl, Marburg 
- Inlochsäge; LEITZ 1600 
- Zellkulturschalen; NUNC, Cat.No. 168381 
- Rundbodengläser (Klarglas); Art.Nr. 3301953 
- Reservoirstopfen mit Ein- und Ausfluss; T.Pohl, Marburg 
- Schraubreagenzgläser 15ml; FALCON, Cat.No. 352095 
- Rotator; HEIDOLPH, Reax 2 
- Rollpumpe / 24 Kanal-Kassettenpumpe; ISMATEC IPC 
- Kulturbelastungskammer; T.Pohl, Marburg 
- Kammerzubehör; T.Pohl, Marburg 
- Verbindungsschläuche; TYGON Masterflex, Cat.No. 06419-13 
- Pumpenschlauch; PHARMED, Cat.No. 070539-08 
- Luer-Konnektoren; NOVODIREKT, B95956 
- Schlauchkonnektor; ARI 
- Sterilwerkbank; GELAIRE BSB4 
- NaCl 0,9%; FRESENIUS, Art.Nr. 0431061/00 
 
Earle`s Waschmedium 
-    Earle`s Salt Solution 10x; BIOCHROM KG, Cat.No. L1925 
-    NaHCO3 (6%); MERCK, Cat.No.106329 
 
 Earle`s Waschmedium mit Antibiotikum 
-    Earle`s Salt Solution 10x; BIOCHROM KG, Cat.No. L1925 
-    Amphotericin B; SIGMA, Cat.No. A2942 
-    Penicillin / Streptomycin; BIOCHROM KG, Cat.No. A221 
-    NaHCO3 (6%); MERCK, Cat.No.106329 
 
Dulbecco`s Mod. Eagle Medium (DMEM high-glucose) mit 10% FCS 
-     DMEM; GIBCO BRL, Cat.No. 52100-039 
- L-Glutamin; PAA, Cat.No. M11-004 
- Vitamin C; WAKO, Cat.No. 013-12061 
- Sodium Hydrogen Carbonat; MERCK, Cat.No. 6329 
- ß-Glycerophosphat Disodium Hydrate; SIGMA, Cat.No. G-9891 
- HEPES Pulver; SIGMA, Cat.No. H-3375 
- Penicillin / Streptomycin; BIOCHROM KG, Cat.No. A2213 
- FCS; BIOCHROM KG, Cat.No. S511 
 
 PBS Dulbecco; BIOCHROM KG, Cat.No. L182-50 
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Kultur- und Belastungssystem 
 
- ZETOS; D.B.Jones, Marburg; E.L.Smith, Wisconsin 
- Elektronische Module; PHYSIK INSTRUMENTE 
- Kultur- und Belastungskammer; T.Pohl, Marburg 
- Reservoirstopfen mit Ein- und Ausfluss; T.Pohl, Marburg 
- Rollpumpe / 24Kanal-Kassettenpumpe; ISMATEC IPC 
- Verbindungsschläuche; TYGON Masterflex, Cat.No. 06419-13 
- Pumpenschlauch; PHARMED, Cat.No. 070539-08 
- Luer-Konnektoren; NOVODIREKT, B95956 
- Schlauchkonnektor; ARI 
- Mediumreservoir; Rundbodengläser (Klarglas), Art.Nr. 3301953 
 
 
AP- / LDH-Bestimmung 
 
- 2ml – Einhängegefässe; SARSTEDT 
- Pipette; GILSON, Pipetman 
- Messgerät: HITACHI 917 
 
 
Fixation der Knochenpräparate 
 
- Paraformaldehyd; MERCK, Cat.No. 4005 
- Sucrose; ROTH, Cat.No. 9097 
- NaN3-Solution; MERCK, Cat.No. 6544 
- Na2HPO4; MERCK, Cat.No. 106586.0500 
- KH2PO4; ROTH, Cat.No. 39044.1 
 
 
Einbettung der Knochenpräparate 
 
- Technovit 9100N; KULZER, Cat.No. 7413 
- Aluminiumoxid; MERCK, Cat.No. 1076 
- Probenbehälter mit Deckel 2,5 / 5ml; Fa. KOBE 
- Polyethylenfolie; KULZER 
- Exsikkator; HERAEUS 
 
 
Ponalbeschichtung der Objektträger 
 
- Objektträger; SUPERFROST Plus, Art.Nr.041300 
- Ponallösung; HENKEL, Verschluss schwarz/orange 
- Poly-L-Lysinlösung 0,1%; SIGMA, Cat.No. P8920 
 
 
Anfertigen der Dünnschnitte 
 
- Hartschnittmikrotom Polycut E; REICHERT-JUNG 
- Hartstahlmesser; REICHERT-JUNG 
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- Borstenpinsel; JOF, SUNDO 
- Polyethylenfolie; KULZER 
- Präparatepressen; T.Pohl, Marburg 
- Brutschrank; MEMMERT 
 
 
Entacrylierung 
 
- 2-Methoxyethylacetat; MERCK, Cat.No. 8.06061 
- Äthanol abs.; RIEDEL-DE HÄEN, Cat.No. 32205 
- Xylol; MERCK, Cat.No. 1.08681 
- Aceton; ROTH, Cat.No. 9372.2 
- Äthanol 96%; AWT, 451/1 
 
 
Histologie („Routinefärbungen“) 
 
         Trichromfärbung nach Goldner 
- Hämatoxylin 
- Eisen(III)chlorid 
- Konz. Salzsäure 
- Ponceau de Xylidine 
- Säurefuchsin 
- Eisessig 
- Phosphormolybdänsäure 
- Orange-G 
- Lichtgrün 
 
Giemsa-Färbung 
- Giemsa-Lösung 
 
Toluidin O-Färbung 
- Toluidin O 
- Natriumkarbonat 
 
Kossa-Versilberung nach Krutsay 
- Silbernitrat 
- Natriumkarbonat 
- 37%ige Formaldehydlösung 
- Natriumthiosulfat 
- Kernechtrot 
- 5%ige Aluminiumsulfatlösung 
 
Doppelfärbung nach Hämalaun-Eosin 
- Hämatoxylin 
- Natriumjodat 
- Aluminiumkaliumsulfat 
- Chloralhydrat 
- Zitronensäure 
- Certstain Eosin G 
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Alcianblau-PAS 
- Alcianblau 
- 3%ige Essisäure 
- Natriumazetat 
- Perjodsäure 
- Pararosanilin 
- 1N Salzsäure 
- Natriumdisulfit 
- Hämatoxylin 
- Natriumjodat 
- Aluminiumkaliumsulfat 
- Chloralhydrat 
- Zitronensäure 
 
 
Enzymhistochemie 
  
Alkalische und Saure Phosphatase 
- Tris; SIGMA, Cat.No. T1503 
- Natriumacetat; ROTH, Art.No. 6773.1 
- Eisessig; MERCK, Cat.No. 1.00063 
- Echtblau-Salz; SIGMA, Cat.No. F8761 
- Naphthol-AS-BI-Phosphat; SIGMA, Cat.No. N-2250 
- Hexonium-Pararosanilin; MERCK, Cat.No. 1.07509 
- Natriumnitrit; MERCK, Cat.No. 6544 
- Formaldehyd; MERCK, Cat.No. 1.04002 
- NaH2PO4; MERCK, Cat.No. 6346 
- Na2HPO4; MERCK, Cat.No. 6586 
- Methylgrün; MERCK, Cat.No. 1.15944 
 
 
Polychrome Sequenzmarkierung 
 
- Calcein; SIGMA; Cat.No. C-0875 
- Alizarin Complexone; ICN BIOMEDICALS INC., Cat.No. 195027 
- 0,9%ig NaCl; BRAUN, 1476A95 
 
 
Immunhistochemie 
 
Detektion apoptotischer Osteozyten 
- Apop Tag In Situ Oligo Ligation (ISOL) Kit; INTERGEN COMPANY 
 
 
Eindecken der Präparate 
 
- Entellan neu; MERCK, Cat.No. 107961 
- Kaisers Glyceringelatine; MERCK, Cat.No. 109242 
- Deckgläschen; MENZELGLÄSER 
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Mikroskop; LEITZ, Aristomet 
 
Digitalkamera; LEICA DC 300 
 
pH-Meter; INOLAB, WTW 
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3.10    Auswertung und Statistik 
 
Die statistische Auswertung der hier vorgelegten Ergebnisse wurde vom Institut für 
Medizinische Biometrie und Statistik der Philipps-Universität Marburg durchgeführt. 
Als Programm wurde SAS Release 8.0 verwendet. Alle Ergebnisse werden als 
Mittelwerte mit den dazugehörenden Standardabweichungen dargestellt. 
Zur statistischen Analyse der Effekte der Belastung über die Zeit hinsichtlich der 
Entwicklung des E-Moduls als auch der hier bestimmten Enzyme, der 
Laktatdehydrogenase und der Alkalischen Phosphatase, wurde ein allgemeines lineares, 
gemischtes Modell für Beobachtungen mit Messwiederholungen für unbalancierte 
Daten zugrundegelegt [138]. Dabei wurden die Belastungen und die Zeit als feste 
Effekte betrachtet. Da für dieses Modell normalverteilte Daten vorausgesetzt werden, 
wurde zunächst eine Logarithmustransformation der Werte durchgeführt, die zu einer 
Annäherung an die Normalverteilung führt. Zum statistischen Vergleich der jeweiligen 
Gruppen wurden lineare Kontraste berechnet. 
Zur statistischen Auswertung der Osteoidmessungen wurde eine einfaktorielle 
Varianzanalyse mit einem Faktor mit drei Belastungsstufen durchgeführt [138]. Auch 
hier wurden, um einer Normalverteilung der Daten gerecht zu werden, sämtliche 
Ergebnisse zunächst logarithmiert. 
Hinsichtlich der Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde ein Signifikanzniveau 
von a = 0.05 zugrunde gelegt, sodass Ergebnisse mit p = 0.05 als statistisch signifikant 
gewertet wurden. Zudem wird jeweils der tatsächliche p-Wert angegeben. 
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     4   Auswertung und Ergebnisse 
 
 
 
4.1    Die scheinbare Steifigkeit der Knochenexplantate (E-Modul) 
 
An jedem Belastungstag wurde unmittelbar nach der dynamischen Stimulation einer 
jeden Probe der Belastungsgruppen deren scheinbare Steifigkeit bzw. E-Modul 
bestimmt. Während der 23 Belastungstage ergeben sich somit für jede belastete Probe 
n=23 Messungen. Die Proben der Kontrollgruppe wurden nach jeweils vier Tagen (96 
Stunden) auf ihre scheinbare Steifigkeit hin untersucht, womit für diese Gruppe n=6 
Bestimmungen je Probe zur Auswertung vorliegen. 
Die folgende Abbildung stellt die Veränderung der gemittelten scheinbaren Steifigkeit 
der einzelnen Gruppen über den Versuchszeitraum betrachtet dar. 
 
Abb.49: Arithmetische Mittel (n=23) der Veränderung der scheinbaren Steifigkeit in 
den  Gruppen und deren Standardabweichungen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Über den gesamten Versuchszeitraum betrachtet, kommt es in den beiden 
Belastungsgruppen zu einer Zunahme der scheinbaren Steifigkeit. Die scheinbare 
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Steifigkeit der Kontrollgruppe fällt im Verlauf des Versuches zunächst leicht ab, um am 
Ende wieder ihren Ausgangswert zu erreichen. Im Vergleich zu den belasteten Gruppen 
kommt es in der Kontrollgruppe zu keiner Zunahme der scheinbaren Steifigkeit. 
Wird die Veränderung der verschiedenen Gruppen prozentual ausgedrückt, ergeben sich 
die nachfolgenden Verläufe. 
 
Abb.50: Arithmetische  Mittel (n=23) der prozentualen Veränderung der scheinbaren 
Steifigkeit in den Gruppen und deren Standardabweichungen 
 
 
 
 
 
               
        
 
 
 
 
 
 
 
 
Auffallend ist die unterschiedlich starke Steifigkeitszunahme der belasteten Gruppen. 
Die mit dem „Jumping“-Signal und somit dem intensiveren Signal belastete Gruppe 
zeigt im Mittel eine stärkere Zunahme als die mit dem „Walking“-Signal belastete 
Gruppe. 
Zudem zeigen die belasteten Gruppen jeweils einen zweiphasigen Verlauf.  Während 
der ersten Phase, die bis zum  elften Belastungstag andauert, kommt es  zu einem 
nahezu kontinuierlichen Anstieg der scheinbaren Steifigkeit. Ab dem zwölften 
Belastungstag stellt sich ein Plateau ein, in dessen Verlauf Schwankungen beobachtet 
werden können, die scheinbare Steifigkeit jedoch auf dem erreichten Niveau erhalten 
bleibt. Die Kontrollgruppe zeigt kaum Veränderungen der scheinbaren Steifigkeit.  
Der zweiphasige Verlauf wird durch folgende Abbildung verdeutlicht: 
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Abb.51: Zu- bzw. Abnahme der arithmetischen Mittel der scheinbaren Steifigkeit in den  
beschriebenen Belastungsphasen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die dunkel unterlegten Säulen zeigen die mittleren Veränderungen der scheinbaren 
Steifigkeit  der einzelnen Gruppen während der ersten Phase (1.-11. Belastungstag). Die 
hellen Säulen zeigen die mittlere Zu- beziehungsweise Abnahme der scheinbaren 
Steifigkeit der Gruppen in der zweiten Phase (12.-23. Belastungstag). Damit wird 
nochmals verdeutlicht, dass es während der ersten Phase zu einer starken Zunahme der 
mittleren Steifigkeit in den Belastungsgruppen  kommt, während  die  zweite Phase nur 
geringe Änderungen der mittleren Steifigkeit aufweist und somit als Plateauphase 
bezeichnet werden kann.  
Zur statistischen Analyse der Effekte der Belastung über die Zeit wurde ein allgemeines 
lineares, gemischtes Modell für Beobachtungen mit Messwiederholungen für 
unbalancierte Daten zugrundegelegt. Dabei wurden die Belastungen und die Zeit als 
feste Effekte betrachtet. Da für dieses Modell normalverteilte Daten vorausgesetzt 
werden, wurde eine Logarithmustransformation durchgeführt, die zu einer Annäherung 
an die Normalverteilung führt. Der Test auf Unterschiede zwischen den drei 
Belastungsgruppen ergab einen signifikant globalen Gruppeneffekt mit p=0,0001 und 
einen signifikant globalen Zeiteffekt mit p<0,0001. In den Einzelvergleichen mittels 
linearer Kontraste ergab sich beim Vergleich zwischen Walking-Gruppe und 
Kontrollgruppe ein p-Wert von 0,0004 und somit ein signifikanter Unterschied. 
Statistisch signifikante Unterschiede zeigten sich auch beim Vergleich der Jumping-
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Gruppe und der Kontrollgruppe mit einem p<0,0001. Keine signifikanten Unterschiede 
ergaben sich bei Gegenüberstellung der beiden Belastungsgruppen mit einem p=0,5767. 
 
 
 
4.2    Das Osteoid 
 
Unter Zuhilfenahme des Programmes Image®ProPlus  ist es möglich, manuell die 
Dicke der neugebildeten Osteoidbanden auszumessen. Vorbereitend werden 
histologische Präparate einer jeden Belastungsprobe mit der Trichromfärbung nach 
Goldner angefärbt (siehe Material und Methoden, Kap. 3.8.6.1), sodass mineralisierte 
Knochensubstanz grünlich und Osteoid rot dargestellt wird. Anschliessend werden mit 
Image®ProPlus jeweils acht Gesichtsfelder eines jeden Präparates bei einer 100fachen 
Vergrösserung ausgewertet. Dabei ergeben sich folgende Bilder: 
 
Abb.52: Mit der Trichromfärbung nach Goldner angefärbtes und mit Image®ProPlus    
ausgewertetes Präparat (hier n=152 Messungen) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Im Anschluss werden aus den gemessenen Werten die arithmetischen Mittel der Proben 
und der jeweiligen Versuchsgruppen gebildet und einander gegenübergestellt. Beim 
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Vergleich der arithmetischen Mittel der jeweiligen Gruppen ergibt sich folgende 
Darstellung: 
 
Abb.53: Arithmetische Mittel der Osteoidauflagerung und deren Standardabweichung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die mit dem Jumping-Signal belastete Gruppe zeigt mit einem arithmetischen Mittel 
von 8,01µm die stärksten Osteoidauflagerungen. Die mit dem Walking-Signal belastete 
Gruppe zeigt eine mittlere Osteoiddicke von 6,82µm, die Kontrollgruppe weist eine 
Dicke von 4,93µm auf. 
Für die statistische Auswertung der Osteoidergebnisse wurde eine einfaktorielle 
Varianzanalyse in drei Stufen durchgeführt. Um einer Normalverteilung gerecht zu 
werden, wurden die Daten zunächst logarithmiert. Für den Gesamtvergleich der hier 
betrachteten Versuchsgruppen ergibt sich ein signifikant globaler Gruppeneffekt mit 
p=0,0033 und ein F-Wert von 8,33. Bei der Gegenüberstellung der einzelnen Gruppen 
ergeben sich hinsichtlich der Osteoidauflagerung signifikante Unterschiede mit p<0,05 
im Vergleich einer jeweiligen Belastungsgruppe mit der Kontrollgruppe. Es zeigen sich 
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen der Jumping- und der Walking-
Gruppe. 
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4.3    Deskriptiver Zusammenhang zwischen E-Modul und Osteoid 
 
Im Folgenden werden zum einen die gemittelten Zunahmen der scheinbaren Steifigkeit 
der einzelnen Versuchsgruppen im Versuchsverlauf  dargestellt. Zum anderen werden 
diesen Werten die gemittelten Osteoidmessungen der einzelnen Gruppen nach 
Versuchsende gegenübergestellt. Dabei ergibt sich folgender Zusammenhang: 
 
Abb.54: Gegenüberstellung der Veränderung der scheinbaren Steifigkeit  und  
ermittelter  Osteoiddicke (arithmetische Mittel und deren Standardabweichungen)    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Der Graph zeigt einerseits die Abhängigkeit der Steifigkeitsentwicklung der Proben von 
der Intensität des Belastungssignals. Darüberhinaus scheint auch die ermittelte 
Osteoiddicke mit der Belastungsintensität und somit mit der Zunahme der scheinbaren 
Steifigkeit zu korrelieren. Die mit dem „Jumping“-Signal belastete Gruppe zeigt 
gegenüber der mit dem „Walking“-Signal belasteten Gruppe sowohl eine im Mittel 
höhere Zunahme der scheinbaren Steifigkeit als auch eine stärkere Osteoidauflagerung. 
Die nicht belastete Kontrollgruppe lässt einen geringen Anstieg der scheinbaren 
Steifigkeit erkennen und zeigt eine Osteoidauflagerung, die klar unterhalb der erreichten 
Werte der belasteten Gruppen liegt.  
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4.4    Die Alkalische Phosphatase 
 
Über den gesamten Versuch ergeben sich für jede Probe n=7 Messungen der 
Alkalischen Phosphatase. Die erste Messung wurde am fünften Belastungstag 
durchgeführt, da während der ersten beiden Belastungstage das Medium täglich 
gewechselt werden musste, um präparationsbedingten Knochenstaub auszuspülen. 
Danach fanden der Mediumwechsel und die Probenabnahme zur Erlangung der 
folgenden Daten nach jeweils drei Belastungstagen (72 Stunden) statt. 
 
Abb.55: Arithmetische Mittel der Alkalischen Phosphatase und deren 
Standardabweichungen 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Abb.55 stellt den Verlauf der Alkalischen Phosphatase über den Belastungszeitraum 
betrachtet dar. Der Verlauf der Mittelwerte der Gruppen ist über den gesamten 
Belastungszeitraum identisch. Die auffallend erhöhten AP-Werte der ersten und zweiten 
Messung lassen sich hauptsächlich auf die präparationsbedingte Zellschädigung 
zurückführen. Der Verlauf der Graphen ist somit dem typischen Verlauf der AP nach 
einer Fraktur oder Osteotomie sehr ähnlich. 
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Darüberhinaus zeigt der Graph auffallende Unterschiede der AP zwischen den 
belasteten  Gruppen  und  der  Kontrollgruppe  während  der  ersten  Messung               
(=Versuchstag 5). Die Mittelwerte der belasteten Gruppen liegen während dieser 
Messung über dem der Kontrollgruppe,  was die Frage aufwirft, ob die Zellen der durch 
die Belastungssignale stimulierten Knochenexplantate entweder angeregt werden und 
Alkalische Phosphatase exprimieren, was dem Verlauf der Steifigkeitsentwicklung der 
Proben während dieser Belastungsphase entsprechen würde, oder ob die Zellen durch 
die Belastung zusätzlich geschädigt werden. Wird dieser Auswertung der Verlauf der 
Laktatdehydrogenase (siehe Kap. 4.5) hinzugezogen, kann vermutet werden, dass 
zumindest einem Teil der erhöhten AP-Werte der Belastungsgruppen während der 
ersten Belastungstage eine zusätzliche belastungsbedingte Zellschädigung zugrunde 
liegt. 
Während der folgenden beiden Messtage (=Belastungstage 8 und 11) fällt die AP weiter 
ab, wobei sich die Werte der einzelnen Versuchsgruppen einander annähern. Im 
weiteren Versuchsverlauf stellt sich ein Plateau der AP ein, was für eine kontinuierliche, 
metabolische Stoffwechsellage der Knochenzellen spricht. Diese Interpretation deckt 
sich mit unseren histologischen Ergebnissen. 
Für die statistische Auswertung wurde das Modell einer zweifaktoriellen 
Varianzanalyse mit Messwiederholungen im Faktor Zeit gewählt. Es zeigten sich jedoch 
bei einem p=0,8 keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. 
 
 
 
4.5    Die Laktatdehydrogenase 
 
Wie bereits für die Alkalische Phosphatase beschrieben, liegen auch für die 
Laktatdehydrogenase (LDH) über den Gesamtverlauf des Versuches betrachtet n=7 
Messungen je Probe vor. 
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Abb.56: Arithmetische Mittel der Laktatdehydrogenase und deren  
Standardabweichungen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Abbildung 56 stellt den gemittelten Verlauf der LDH der einzelnen Gruppen 
während des Versuches dar. Der jeweilige Verlauf der Versuchsgruppen ist dabei 
identisch. Die ersten drei Messungen zeigen in allen Gruppen erhöhte LDH-Werte. 
Diese sind zum Teil durch die präparationsbedingte Gewebeschädigung 
beziehungsweise den damit verbundenen Zelluntergang zu erklären.  
Zusätzlich lassen sich wie auch schon bei der Alkalischen Phosphatase Unterschiede 
zwischen den belasteten Gruppen und der Kontrollgruppe erkennen. Während der ersten 
drei Messtage (=Belastungstage 5, 8, 11) zeigen die belasteten Gruppen im Mittel 
erheblich höhere Werte der LDH als die nicht belastete Kontrollgruppe. Die 
wahrscheinlichste Interpretation dieser Unterschiede ist auch in diesem Fall, dass durch 
die mechanische Belastung ein zusätzlicher Zelluntergang provoziert wurde. Ab der 
vierten Messung jedoch zeigt die LDH in allen Gruppen Werte nahe Null, was den 
Schluss zulässt, dass während dieser Phase keine weitere Zellschädigung auftrat. Diese 
Interpretation deckt sich mit unseren histologischen Ergebnissen. 
Bei der statistischen Auswertung der dargelegten Werte durch eine zweifaktorielle 
Varianzanalyse mit  Messwiederholungen im Faktor Zeit ergibt sich ein signifikant 
globaler Gruppeneffekt mit einem p=0,03. Bei einer Gegenüberstellung der 
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Versuchsgruppen untereinander zeigen sich signifikante Unterschiede im Verlauf der 
LDH zwischen der Jumping-Gruppe und der Kontrollgruppe mit p=0,009. Im Vergleich 
der Walking-Gruppe mit der Kontrollgruppe ergibt sich ein p=0,24 und somit kein 
signifikanter Unterschied . Ebenso verhält es sich beim Vergleich der beiden 
Belastungsgruppen mit einem p=0,9. 
 
 
 
4.6    Der pH-Wert 
 
Während der ersten beiden Belastungstage musste das Medium täglich gewechselt 
werden, um letzten präparationbedingten Knochenstaub auszuspülen. Im weiteren 
Verlauf des Versuches wurde das Medium nach jeweils drei Tagen (72 Stunden) 
ausgetauscht. In dem jeweils verbrauchten Medium wurde der pH-Wert gemessen, so 
dass über den gesamten Versuch gesehen n=9 Messungen für jede Probe der einzelnen 
Gruppen zur Auswertung vorliegen. 
 
Abb.57: Arithmetische Mittel  der pH-Werte und deren Standardabweichungen 
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Die Abbildung 57 stellt den Verlauf der gemittelten pH-Werte über den 
Belastungszeitraum dar. Der vorher von uns festgelegte Toleranzbereich, innerhalb 
dessen sich die pH-Werte während des Versuches befinden sollten, liegt zwischen pH 
7,0 und pH 7,5 und wurde im Mittel weder über- noch unterschritten, was auf eine gute 
Pufferkapazität des verwendeten Kulturmediums schliessen lässt. 
Am 9. Messtag (23. Belastungstag) fällt der mittlere pH-Wert in allen Gruppen ab. 
Diese Werte entsprechen der ersten Messung nach dem Alizarin-labeling, das am 20. 
Belastungstag durchgeführt wurde. Diese Markierung ist ein möglicher Einflussfaktor, 
der als Ursache des Abfalls gelten kann. 
Richtungsweisende Unterschiede zwischen den Belastungsgruppen untereinander 
beziehungsweise zwischen den Belastungsgruppen und der Kontrollgruppe sind nicht zu 
erkennen. 
 
 
 
4.7    Histologische Auswertung 
 
Die histologische Aufarbeitung der nicht entkalkten Knochenzylinder, deren Ergebnisse 
zum Teil bereits im Abschnitt  Material und Methoden dargelegt sind, stellt einen 
Schwerpunkt dieser Arbeit dar. Sie soll verdeutlichen, dass es mit dem hier 
vorgestellten Zetos-System möglich wird, trabekuläre Knochenexplantate über einen 
Zeitraum von mehreren Wochen bei voll erhaltener Vitalität zu kultivieren. Diese 
Aussage lässt sich auf Grundlage der vollständig erhaltenen Gewebestruktur und der 
guten Kernfärbung und –darstellung treffen. Auch die stichprobenartige Anwendung 
des ApopTag In Situ Oligo Ligation Kit, welcher in den belasteten Proben anteilsmässig 
nur sehr wenige Zellen detektieren konnte, die im Prozess der Apoptose begriffen 
waren, unterstreicht die erhaltene Vitalität der Knochenexplantate. In den nicht 
belasteten Kontrollproben konnten anteilsmässig mehr apoptotische Zellen detektiert 
werden.   
Mit Hilfe der Alcianblau-PAS Färbung, die Glykogen innerhalb der Zellen anfärbt, 
konnte zudem die suffiziente Versorgung der Knochenzylinder demonstriert werden. 
Auch die Auflagerung von Osteoid lässt auf die erhaltene beziehungsweise gesteigerte 
Syntheseaktivität der Osteoblasten schliessen. Durch die Osteoidauflagerung über der 
Alizarinbande wird die erhaltene Osteoblastenaktivität bis zum Ende des Experimentes 
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unterstrichen, da die polychrome Sequenzmarkierung mit Alizarin erst am 20. 
Belastungstag bzw. dem 23. Versuchstag durchgeführt wurde.    
 
 
 
4.8    Anmerkungen zur Detektion apoptotischer Zellen 
 
Die Untersuchung der Präparate hinsichtlich apoptotischer Zellen wurde bereits im Teil 
Material und Methoden, Kap.4.8 beschrieben und hatte aufgrund des hohen 
Kostenaufwandes und der Tatsache, dass diese Untersuchung nicht Schwerpunkt dieser 
Arbeit ist, eher stichprobenartigen Charakter. Sie wurde mit der Intention durchgeführt, 
festzustellen, welcher Anteil an Zellen hinsichtlich 26-tägiger Kultivierung 
beziehungsweise 23-tägiger Belastung in Apoptose begriffen ist. 
Dabei konnten wir, wie bereits erwähnt, feststellen, dass innerhalb der untersuchten 
Präparate der Belastungsgruppen nur sehr wenige Zellen als apoptose-positiv detektiert 
wurden. In untersuchten Proben der Kontrollgruppe war der Anteil apoptotischer Zellen 
höher. 
 
 
 
4.9    Die Polychrome Sequenzmarkierung 
 
Bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der Präparate mussten wir feststellen, 
dass sich nur vereinzelt Kalzein in unsere Knochenexplantate eingelagert hat. Alizarin 
hingegen stellt sich in beinahe jedem Präparat als kontinuierliche Bande dar. Infolge 
dieser Beobachtung verzichten wir auf eine Auswertung der dynamischen 
Umbauvorgänge des Knochens auf Grundlage einer Doppelbande (Doppellabel). 
Jedoch können über jeder Alizarinbande Osteoidauflagerungen gezeigt werden. Wird 
berücksichtigt, dass das Alizarinlabeling erst am 20. Belastungstag durchgeführt wurde, 
spricht diese Beobachtung dafür, dass die Bildung neuen Osteoids einen 
kontinuierlichen Prozess während des gesamten Belastungszeitraums darstellt. 
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      5   Diskussion der Ergebnisse 
 
Die hier vorgelegte und ausgewertete Arbeit ist die erste, die an einem kalibrierten 
Zetos-System durchgeführt wurde. Sie hat gezeigt, dass es mit diesem System möglich 
ist, Knochenproben über einen Zeitraum von mehreren Wochen zu kultivieren und vital 
zu halten, was sich anhand der dargelegten histologischen Ergebnisse und dem Verlauf 
der Alkalischen Phosphatase sowie der Laktatdehydrogenase belegen lässt. 
Darüberhinaus erlaubt dieses System, die Knochenproben mit definierten mechanischen 
Belastungsmustern beziehungsweise pharmakologischen Substanzen zu stimulieren, 
ohne in das geschlossene System eingreifen zu müssen, was bisherigen Systemen nicht 
in dieser Form gelungen ist. Es wird somit auch möglich werden, tierexperimentelle 
Studien hinsichtlich der Knochenforschung, deren Aufwand finanzträchtiger und 
organisatorisch anspruchsvoller ist, zumindest partiell zu ersetzen.  
Die Versuche konnten zeigen, dass die Knochenproben auf Belastungssignale, die 
komplexen physiologischen Belastungsformen entsprechen, auch mit normalen 
physiologischen Reaktionsmustern antworten. Zu diesen gehören die Zunahme der 
scheinbaren Steifigkeit der Knochenzylinder, die hier als E-Modul angegeben wird und 
die Zunahme an Knochenmasse in Form neugebildeten Osteoids und somit eines 
appositionellen Knochenwachstums.  Das System kann also als voll funktionsfähig 
angesehen werden. 
Hinsichtlich der Zunahme der scheinbaren Steifigkeit zeigten sich hochsignifikante 
Unterschiede zwischen den Proben der Kontrollgruppe und denen der mit dem 
„Walking“-Signal (p=0,0004) beziehungsweise mit dem „Jumping“-Signal (p<0,0001) 
belasteten Gruppen. Während die Kontrollproben weder eine deutliche Zu- noch 
Abnahme der scheinbaren Steifigkeit zeigten, antworteten die belasteten Proben mit 
einer klaren Zunahme während der ersten elf Belastungstage, um danach das erreichte 
Niveau zu halten. Im statistischen Vergleich der beiden belasteten Versuchsgruppen 
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,57) hinsichtlich der Entwicklung 
der scheinbaren Steifigkeit. Jedoch scheint die Intensität beider Signale oberhalb einer 
physiologischen Belastungsschwelle zu liegen, deren Überschreitung zu den schon 
beschriebenen physiologischen Veränderungen des Knochengewebes führt.  Basierend 
auf den Verlaufsbeobachtungen scheinen die Adaptionsvorgänge an die neuen 
Belastungen während der ersten elf Belastungstage am intensivsten zu sein.  
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Zu diskutieren bleibt allerdings der Einfluss des viskoelastischen Effektes auf die 
Messungen der scheinbaren Steifigkeit. Dieser Effekt beschreibt die Relaxation, das 
heisst, das Nachlassen der benötigten Kraft bei lang anhaltender Kompression. Der 
Knochen wird zunächst komprimiert, was zu einer Verkürzung seiner Länge relativ zur 
Ausgangslänge führt. Innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls, das in unseren 
Versuchen etwa bis zu einer Stunde betrug, geben die Knochenzylinder etwas nach, was 
sich anhand der Abnahme der benötigten Kraft belegen lässt. Dieser Prozess ist 
zumindest teilweise reversibel. Da auch die hier zur Anwendung kommende 
dynamische Stimulation eine Last darstellt, die bis zu zehn Minuten andauern kann, ist 
mit einer Relaxation des Knochens aufgrund gewisser viskoelastischer Eigenschaften zu 
rechnen, welche den Messwert der scheinbaren Steifigkeit verändern beziehungsweise 
beeinflussen können. Um die Messwerte unserer quasi-statischen Messungen 
vergleichen zu können, haben wir uns darauf geeinigt, die scheinbare Steifigkeit nach 
dem beschriebenen Verfahren jeweils in direktem Anschluss an die dynamische 
Stimulation zu messen, nicht zu Beginn und niemals eine Stunde nach dynamischer 
Belastung. Die Messung der viskoelastischen Parameter ist eine zusätzliche 
Fragestellung, die in nachfolgenden Arbeiten untersucht werden wird. Dazu muss das 
Auswertungsprogramm entsprechend angepasst und erweitert werden.                                 
 Mit den dargelegten Beobachtungen ergeben sich sogleich weitere Fragen 
beziehungsweise Anregungen für nachfolgende Versuche. Welche Rolle spielt 
beispielsweise der Faktor Zeit hinsichtlich der Steifigkeitszunahme. Resultiert aus einer 
längeren täglichen Belastungsdauer auch eine höhere scheinbare Steifigkeit oder könnte 
auch schon eine kürzere tägliche Belastung von beispielsweise zwei oder fünf Minuten 
beziehungsweise 120 oder 300 Zyklen die gleichen Reaktionen provozieren. Eine 
andere sich aufdrängende Frage wäre, ob es ein bestimmtes Schwellenpotential gibt, 
unterhalb dessen keine Reaktion des Knochens auftritt oder es gar zu einem Abfall der 
scheinbaren Steifigkeit käme. In dem hier vorgelegten Versuch wurden die Proben mit 
einer Intensität von 4000 µstrain belastet, was einer Kompression von 20µm entspricht. 
Wie würde jedoch der Knochen auf eine Belastung von nur 500, 1000 oder 2000µstrain 
reagieren?  
Dass eine bestimmte Belastungsintensität, die oberhalb des physiologischen 
Belastungsniveaus liegt, zu einer Degeneration des Knochengewebes in Form von 
Mikrofrakturen beziehungsweise einer Abnahme der Knochensteifigkeit führt, konnte 
bereits gezeigt werden [16]. Die Belastungsschwelle liegt dafür bei etwa 5000µstrain. 
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In der histologischen Auswertung konnte demonstriert werden, dass die Dicke der 
Osteoidauflagerung von der Intensität des Belastungssignals und somit auch von der 
Entwicklung der scheinbaren Steifigkeit abhängig zu sein scheint. Die beiden belasteten 
Gruppen zeigten signifikant stärkere Osteoidauflagerungen als die Kontrollgruppe 
(p<0,05). Histologisch zeigte sich jedoch auch in den Kontrollproben ein Aufbau an 
Osteoid. Ein möglicher Einfluss der Messung der scheinbaren Steifigkeit auf dieses 
Osteoidwachstum ist deshalb zu diskutieren, da bei dieser Messung der Knochen um 
20µm komprimiert wird und diese somit als Stimulus auf das Knochenwachstum oder 
auch nur auf den Knochenumbau wirken könnte. In folgenden Versuchen sollte daher in 
Betracht gezogen werden, die scheinbare Steifigkeit entweder in grösseren zeitlichen 
Intervallen zu bestimmen wie beispielsweise nach jeweils sieben oder zehn 
Belastungstagen. Andererseits wäre es auch möglich, einen Teil der Kontrollgruppe nur 
jeweils zu Beginn und am Ende des Versuches hinsichtlich der scheinbaren Steifigkeit 
auszuwerten. Eine andere Möglichkeit, den eventuellen Einfluss der quasi-statischen 
Belastung zu verringern, besteht in der Reduzierung der Kompression der Proben 
während dieser Messmethode. So wäre es denkbar, die Kompressionstiefe auf 15µm 
oder nur 10µm zu reduzieren. 
Was unsere histologische Aufarbeitung anbelangt, ist zunächst festzustellen, dass es 
gelungen ist, gute Schnitte und Färbungen nicht entkalkter Knochenproben herzustellen. 
In allen Färbungen konnten intaktes Knochengewebe und vitale Knochenzellen 
demonstriert werden. Mit Hilfe der Alzianblau PAS-Färbung, die in vielen Zellen 
Glykogen nachweisen konnte, wurde gezeigt, dass die Zellen suffizient versorgt 
werden. Zum anderen konnte, wie schon erwähnt, histologisch die Auflagerung neuen 
Osteoids gezeigt werden, ein Ergebnis, das unsere physikalischen Messungen in Form 
der scheinbaren Steifigkeit, die auf eine Zunahme der Knochenmasse hindeuten, 
bestätigt. Für den histologischen Nachweis von Osteoidauflagerung können die 
Trichromfärbung nach Goldner (Kap.3.8.6.1) und die Versilberung nach Kossa 
(Kap.3.8.6.4) aufgrund sehr klarer Farbkontraste zwischen mineralisierter und nicht-
mineralisierter Matrix sehr empfohlen werden.  
Jedoch gab es zunächst Probleme hinsichtlich der histologischen Aufarbeitung, die 
gelöst werden mussten. Nachdem die in Technovit 9100 New eingebetteten Proben 
geschnitten und auf Objektträgern fixiert wurden sind, mussten wir feststellen, dass sich 
die Schnitte entweder während der Entacrylierung oder aber während des Färbens vom 
Objektträger lösten. Diesem Problem konnte jedoch durch eine Beschichtung der 
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Objektträger mit Ponal (Kap.3.8.3) wirksam begegnet werden. Auch die in 
histologischen Leitlinien angegebenen Färbezeiten stellten sich hinsichtlich der 
Anfärbung der Gewebe als nicht zufriedenstellend heraus. Daher wurden diese Zeiten 
von uns modifiziert und sind in den jeweiligen Kapiteln des Material und Methoden-
Teils aufgeführt.  
Wie bereits schon erwähnt, wurden die Apoptoseuntersuchungen mit dem ApopTag In 
Situ Oligo Ligation Kit der Firma Intergen Company eher stichprobenartig 
durchgeführt, um Tendenzen aufzuzeigen. Intention war dabei die Darstellung einer 
Methode, welche die Untersuchung und Beurteilung der Vitalität der Zellen hinsichtlich 
26-tägiger Kultivierung beziehungsweise 23-tägiger Belastung erlaubt. Dabei stellte 
sich wie erwartet heraus, dass in den nicht-belasteten Kontrollproben aufgrund 
fehlender Stimuli anteilsmässig mehr apoptotische Zellen detektiert werden können, als 
in den belasteten Proben. Jedoch könnte die Frage des Einflusses mechanischer 
Belastungssignale auf das Apoptoseverhalten der Knochenzellen Schwerpunkt einer 
weiteren Arbeit sein. Aber auch diese Untersuchung bestätigt die Fähigkeit unseres 
Systems, die belasteten Knochenexplantate über einen Zeitraum von mehreren Wochen 
vital zu halten. 
Es wäre mit Blick auf eine noch umfassendere histologische Aufarbeitung der Proben 
auch zu empfehlen, die Proben nach Beendigung des Versuches und Entnahme aus den 
Kultur- und Belastungskammern mit Hilfe der Bandsäge längs zu teilen und eine Hälfte 
wie in diesem Versuch in Paraformaldehyd einzubetten. Die andere Hälfte könnte 
entkalkt und in Paraffin eingebettet werden mit dem sich daraus ergebenden Vorteil, 
auch immunhistochemische Färbungen einfacher durchführen zu können, die bei 
paraformeingebetteten, nicht entkalkten Proben zum Teil keine hinreichend 
zufriedenstellenden Ergebnisse erbrachten. Hinsichtlich der enzymhistochemischen 
Aufarbeitung bleibt zu bemerken, dass es unter Anwendung der Saure Phosphatase- 
Reaktion gelungen ist, Osteoklasten darzustellen. Die Darstellung der Osteoblasten mit 
der Alkalischen Phosphatase-Reaktion hingegen war trotz verschiedenster 
Versuchsansätze nicht möglich. Dabei wäre es denkbar, dass während der Aufarbeitung 
die Enzymaktivität nachgelassen hat. 
Die histomorphometrische Auswertung auf Grundlage der von uns durchgeführten 
Fluoreszenzlabel zeigte einen sehr guten Einbau des Alizarins mit überwiegend 
kontinuierlichen Banden. Das Calcein hingegen konnte nur sehr vereinzelt 
nachgewiesen werden. Somit würde ich vorschlagen, in kommenden Versuchen statt 
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des Calceins entweder ein zweites Mal mit Alizarin zu labeln oder aber als zweiten 
Farbstoff Tetracyclin oder Xylenolorange einzusetzen, Farbstoffe, die sich schon in 
anderen Arbeiten bewährt haben [84]. Vorstellbar wäre auch eine dreimalige 
Anwendung der polychromen Sequenzmarkierung, wobei die erste noch vor der ersten 
Belastung durchgeführt werden sollte, eine zweite nach etwa elf Belastungstagen und 
eine dritte am Ende der Belastungsphase. Mit einem solchen Trippellabel ließe sich 
verifizieren, ob die während der ersten elf Belastungstage sehr stark gestiegene und 
während der folgenden Belastungszeit eher konstante scheinbare Steifigkeit mit einer 
entsprechenden phasenweisen Osteoidauflagerung korreliert.   Jedoch konnte über jeder 
Alizarinbande aufgelagertes Osteoid nachgewiesen werden. Wird berücksichtigt, dass 
das Alizarinlabel erst am 20. Belastungstag durchgeführt wurde, so lässt diese 
Beobachtung den Schluss zu, dass die Bildung neuen Osteoids einen permanenten 
Prozess während des gesamten Belastungszeitraumes darstellt.    
Was die Kulturbedingungen anbelangt, konnte gezeigt werden, dass das von uns 
verwendete DMEM high-glucose Medium den Ansprüchen der Kultivierung der 
Knochenzylinder über einen längeren Zeitraum gerecht wurde. Die Überlegenheit des 
hier verwendeten DMEM high-glucose Mediums gegenüber DMEM low-glucose oder 
Haem`s F 10 konnte in Vorversuchen gezeigt werden. Es besitzt gute 
Puffereigenschaften, was mit Hilfe der ph-Werte demonstriert werden konnte und 
erlaubt einen ausreichenden Knochenzellmetabolismus. Jedoch wäre zu empfehlen, in 
zukünftigen Versuchen das Kulturmedium nicht erst nach jeweils 72 Stunden zu 
wechseln, sondern täglich. Ein häufigerer Wechsel hat den Vorteil, dass die von uns 
bestimmten Enzyme, die Laktatdehydrogenase und die Alkalische Phosphatase, im 
Versuchsverlauf noch genauer untersucht werden könnten. Wir konnten diese Enzyme 
jeweils nur nach einem Mediumwechsel, also nach 72 Stunden bestimmen. Diese 
Methode erlaubt jedoch nicht, den sehr interessanten Versuchsbeginn hinreichend 
auszuwerten. Von grossem Interesse wäre eine genaue Differenzierung zwischen dem 
Verlauf der Enzyme unmittelbar nach der Knochenpräparation und dem sich daran 
anschliessenden Verlauf während der ersten Belastungstage, um den eventuellen 
Einfluss der Belastung auf den Enzymverlauf während dieser Phase bewerten zu 
können. Da wir jedoch nur während der ersten beiden Belastungstage täglich das 
Medium gewechselt haben, konnten diese Abnahmen aufgrund anderer 
Volumenkonzentrationen nicht mit den übrigen Messungen verglichen werden. Jedoch 
konnte auf Grundlage der vorhandenen Werte gezeigt werden, dass ein grosser Anteil 
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der zu Versuchsbeginn sehr hohen Enzyme auf die Präparation zurückzuführen sein 
muss, da auch die nicht belasteten Kontrollproben einen Anstieg der AP und der LDH 
während dieser Messungen aufweisen. Dennoch besteht ein signifikanter Unterschied 
zwischen den belasteten Proben und den Kontrollproben im LDH-Verlauf, den es 
aufzuklären gilt. 
Im Versuchsverlauf fiel die LDH in allen Gruppen  auf ein Niveau um 0 U/dl ab, was 
belegt, dass es zu keiner weiteren Zellschädigung kam. Die AP pendelte sich bei Werten 
um 25 U/dl ein und lässt damit auf einen kontinuierlichen Knochenzellmetabolismus 
schliessen.  
Zu empfehlen ist auch die Bestimmung weiterer knochenzellspezifischer Marker, die 
eine noch genauere Untersuchung der Reaktion der Zellen auf die hier verwendeten 
Belastungsformen erlauben würden. Beispiele hierfür wären extrazelluläre 
Matrixproteine, deren Verhalten unter Belastung  zum Teil schon in anderen Arbeiten 
untersucht wurde, wie das Osteocalcin [45,56,57,78] oder aber Kollagen Typ I, 
Fibronectin, oder Osteopontin [1,48]. Auch eine Bestimmung von extrazellulärem 
Kalzium [43,78] oder Osteoprotegerin  könnte interessante Ergebnisse liefern. Gerade 
das Osteoprotegerin (OPG), das auch unter dem Namen Osteoclast Inhibiting Factor 
(OIF) bekannt ist, scheint einen starken Einfluss auf das Knochenremodeling zu 
nehmen, da es in der Lage ist, die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten zu 
inhibieren. Zu dem Zusammenhang zwischen OPG und Knochenumbau sind bereits 
einige Arbeiten erschienen [31,32,33,99]. Es gibt jedoch noch keine Veröffentlichungen 
zur Untersuchung der dargestellten Zusammenhänge an bovinem Knochengewebe.  
Was die gesamte Präparation anbelangt, muss angemerkt werden, dass die dargestellte 
Prozedur als sehr ausgereift bewertet werden kann. Trotz sehr vieler aufeinander 
folgender Arbeitsschritte und einer zeitlichen Dauer von wenigstens fünf Stunden, 
traten keine Infektionen auf und das Resultat waren voll vitale Knochenexplantate. Zu 
verbessern bleibt lediglich der Vorgang, dessen Ziel die Kürzung der Knochenzylinder 
auf eine Höhe von fünf Millimeter ist. Trotz sehr sorgfältiger Bearbeitung fielen in den 
histologischen Schnitten in den äusseren Bereichen der Zylinder Ansammlungen von 
präparationsbedingtem Knochenmehl oder Knochenstaub auf, die trotz mehrfacher 
Waschdurchgänge  nicht beseitigt werden konnten und eventuell zu einer 
Einschränkung der Versorgung der Knochenzellen führen könnten.  
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Abb.60: Präparationsbedingtes Knochenmehl im Aussenbereich der Knochenzylinder 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(MK) Mineralisierter Knochen; (Km) Präparationsbedingtes Knochenmehl 
 
 
Dieser Tatsache könnte begegnet werden, indem zur Kürzung der acht Millimeter hohen 
Knochenzylinder statt der Inlochsäge die Diamantbandsäge verwendet wird, die schon 
beim Schneiden der Knochenscheiben zur Anwendung kommt. 
Zum Abschluss ein Ausblick auf  geplante zukünftige Einsatzgebiete des hier 
vorgestellten Systems. Ein wichtiges Einsatzgebiet des Zetos könnte die 
Biomaterialforschung beziehungsweise Implantatforschung sein, da es mit diesem 
System möglich sein wird, relativ kostengünstig und im Vergleich zu Tierversuchen mit 
organisatorisch geringerem Aufwand Materialverträglichkeiten oder aber 
Gewebeeinwachsverhalten zu testen. Darüberhinaus kann der Einfluss verschiedenster 
Belastungssignale oder aber Pharmaka auf den Knochen untersucht werden. 
  In naher Zukunft soll zudem ein komplettes miniaturisiertes und vollautomatisiertes 
Zetos-System im Weltraum in der ISS eingesetzt werden. Ziel dieser Versuche soll die 
Erforschung des Knochenstoffwechsels in der Schwerelosigkeit sein. In anderen 
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Schwerelosigkeit im Weltraum eine Abnahme 
an Knochenmasse bedingt [6,11]. Man könnte jedoch mit dem Zetos untersuchen, ob 
bestimmte Belastungsformen, in bestimmten Zeitintervallen appliziert, diesen 
Substanzverlust reduzieren oder gar verhindern können. 
 
 
Km 
MK 
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      6   Ergebniszusammenfassung 
 
Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung des ZETOS als Kultur- und Belastungssystem für 
trabekuläre Knochenzylinder. Dazu wurden während eines 26-tägigen Versuchs- bzw. 
23-tägigen Belastungszeitraumes zwei Versuchsgruppen von jeweils acht 
Knochenzylindern, die aus dem Radius eines 18 Monate alten Kalbes gewonnen 
wurden, mit zwei unterschiedlichen physiologischen Belastungssignalen stimuliert und 
einer nicht belasteten, aus ebenfalls acht Knochenexplantaten bestehenden 
Kontrollgruppe gegenübergestellt. Das erste Belastungssignal stimuliert das 
physiologische Laufen („Walking“-Signal), das zweite das physiologische Springen 
(„Jumping“-Signal). Beide Belastungssignale wurden auf einer Kraftmessplattform 
gewonnen und kamen täglich für 600 Zyklen bei einer Frequenz von 1 Hz und einer 
Intensität von 4000µstrain zur Anwendung. Unmittelbar nach der Belastung wurde die 
scheinbare Steifigkeit einer jeden Probe bestimmt, die als Elastizitätsmodul (E-Modul) 
angegeben wird. Bei den nicht belasteten Proben der Kontrollgruppe wurde die 
scheinbare Steifigkeit nach jeweils vier Versuchstagen gemessen.  
Beide Belastungsgruppen zeigten während des Versuchszeitraumes einen deutlichen 
Anstieg ihrer scheinbaren Steifigkeit. Die Kontrollgruppe hingegen zeigte weder eine 
deutliche Zu- noch Abnahme. Hinsichtlich der scheinbaren Steifigkeit ergaben sich bei 
der statistischen Auswertung signifikante Unterschiede zwischen der mit dem 
„Walking“-Signal belasteten Gruppe und der Kontrollgruppe (p=0,0004). Statistisch 
signifikante Unterschiede zeigten sich zudem beim Vergleich zwischen der „Jumping“-
Gruppe und der Kontrollgruppe (p<0,0001). Keine signifikanten Unterschiede ergaben 
sich hingegen bei der Gegenüberstellung der beiden Belastungsgruppen (p=0,5767). 
Die Zunahme der scheinbaren Steifigkeit konnte histologisch durch den Nachweis eines 
appositionellen Knochenwachstums in Form aufgelagerten Osteoids bestätigt werden. 
Auch hier zeigten sich deutliche Zunahmen in den Belastungsgruppen. Die Zunahme an 
Osteoid in den nicht-belasteten Proben der Kontrollgruppe war weniger stark. 
Statistisch signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen der „Walking“-Gruppe und 
der Kontrollgruppe (p<0,05), sowie zwischen der „Jumping“-Gruppe und der 
Kontrollgruppe (p<0,05). Wiederum kein signifikanter Unterschied zeigte sich 
zwischen den beiden Belastungsgruppen (p>0,05). 
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Die in dieser Arbeit bestimmten Zellmarker, die Laktatdehydrogenase (LDH) und die 
Alkalische Phosphatase (AP), die mit Ausnahme der ersten beiden Belastungstage 
jeweils im Abstand von 72 Stunden bestimmt wurden, zeigten während der ersten 
Messungen in allen Versuchsgruppen erhöhte Werte, die auf präparationsbedingte 
Zellschädigung zurückzuführen sind. Im weiteren Versuchsverlauf zeigte die LDH 
Werte um Null, was dafür spricht, dass es zu keinem weiteren Zelluntergang kam. Die 
AP hielt sich auf einem stabilen Niveau von ca. 25 U/dl und unterstreicht somit eine 
kontinuierliche Aktivität der Zellen. 
Neben dem Verlauf der Enzyme wurde zum Nachweis vitalen Knochengewebes eine 
umfangreiche histologische Aufarbeitung der Proben durchgeführt. In allen Färbungen 
konnten jeweils eine voll erhaltene Gewebestruktur und vitale Zellen beziehungsweise 
vitale Zellkerne demonstriert werden. 
Darüberhinaus wurde eine stichprobenartige Apoptoseuntersuchung der Proben 
durchgeführt. Dabei zeigten sich anteilsmässig nur sehr wenige apoptotische Zellen in 
den Belastungsgruppen. In den Proben der nicht belasteten Kontrollgruppe konnten 
mehr in Apoptose begriffene Zellen detektiert werden. 
Die dargelegten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Knochenzylinder während 
des gesamten Versuchszeitraumes voll vital waren und, dass die Proben auf applizierte 
physiologische Belastungssignale mit physiologischen Reaktionsmustern antworten. 
Das System kann somit als voll funktionsfähig bezeichnet werden. Die beiden 
verwendeten Belastungssignale liegen jeweils oberhalb einer physiologischen 
Belastungsschwelle, zeigen jedoch hinsichtlich ihrer Auswirkungen keine statistisch 
signifikanten Unterschiede.   
Die zukünftigen Einsatzgebiete des ZETOS können sehr vielfältig sein. In der 
Entwicklung ist ein miniaturisiertes, vollautomatisiertes System, das in der 
Internationalen Raumstation  ISS eingesetzt werden soll, um die Auswirkungen der 
Schwerelosigkeit auf die Knochenphysiologie zu untersuchen. Darüberhinaus wird es 
möglich werden, beispielsweise die Verträglichkeit und das Einwachsverhalten neuer 
Implantationsmaterialien kostengünstig zu testen. Zum anderen können die 
Auswirkungen verschiedener Pharmaka auf den Knochen demonstriert und untersucht 
werden. Kostenträchtigere und organisatorisch aufwendiger zu gestaltende Tierversuche 
werden partiell ersetzt werden können. 
                                                                                                                                                          Summary 
 133 
      7     Summary 
 
The purpose of this work is the investigation of the ZETOS as a system for cultivation 
and mechanical stimulation of bone cores. During a 23 days period two different 
loading groups, each containing eight bone cores, were loaded with two different 
mechanical signals and compared to a non-loaded control-group. The first loading-
signal corresponds to physiological walking (“walking”-signal), the second one to 
physiological jumping (“jumping”-signal). Both loading signals were used for 600 
cycles daily with a frequency of 1 Hz and an intensity of 4000 µstrain. Immediately 
after mechanical loading we measured the apparent stiffness of each bone-core, which  
is expressed as an Elastic-modulus (E-modulus). The apparent stiffness of the non-
loaded control-group was always measured after four days. 
During the run both loading groups showed a clear increase of their apparent stiffness. 
The non-loaded control-group had neither a clear increase nor decrease. With regard to 
the apparent stiffness resulted statistically significant differences  between the walking-
group and the control-group (p=0,0004) as well as between the jumping-group and the 
control-group (p<0,0001). No significant differences  were detected in the comparison 
between our loaded groups (p=0,5767). 
The increase of apparent stiffness was confirmed histologically by an appositional bone-
growth in the form of osteoid. In both loading-groups we could show a significant 
increase of bone mass whereas the increase of osteoid in the control-group was lower. 
Statistically significant differences with regard to new osteoid were measured between 
the walking-group and our control-group (p<0,05) and between the jumping-group and 
the control-group (p<0,05). No significant differences resulted in the comparison of the 
loaded goups (p>0,05). 
With exception of the first two loading-days, we measured the Alkaline Phosphatase 
(AP) as well as Lactatdehydrogenase (LDH) always after three days (72 houres) of 
loading. Caused by the preparation of the bone cores, the enzymes showed higher 
values during the first measurements in each group. The following measurements 
showed LDH-values of around  zero, which  means  no further  cell-death. The AP kept 
a stable level of about 25 U/dl, which underlines the continuous cell-activity. 
In addtion to enzym-measurements we proofed the vitality of our bone-cores by doing 
an extensive histological analysis. In all colourings that were done, we could 
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demonstrate a preserved tissue-structure as well as vital cells respectively vital cell- 
nuclei. 
Moreover we made spot checks for apoptotic cells in our loaded and non-loaded bone 
cores. Proportionately there were only a few apoptotic cells in the loaded samples. In 
the non-loaded bone cores of the control-group proportionately  more apoptotic cells 
were detected. 
Based on these results we can conclude that the bone cores were vital during the whole 
period of the run and that the cores reacted on physiological stimulation in a 
physiological way. The mechanical loading-signals that were used exceed a certain 
physiological threshold that induces certain reactions in the form of increasing apparent 
stiffness which correlates histologically in an appositional bone growth. 
Future prospects for the Zetos are the development of a miniature version that will be 
used at the ISS to investigate influences of microgravity on bone physiology. Moreover 
it will be possible to examine new implantation-materials with regard to their 
digestibility or to investigate influences of new drugs on bone physiology.  
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     8   Abkürzungsverzeichnis 
 
 
AP Alkalische Phosphatase 
Aqua bidest Zweifach destilliertes Wasser 
Aqua dest. Destilliertes Wasser 
BMU Bone Metabolic Unit 
BP Base Pairs / Basenpaare 
C 3 Komplementfaktor C3 
Ced Cell Death Abnormal 
Cox Cyclooxygenase 
DMEM-Medium Dulbecco`s Mod. Eagle Medium 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
E-Modul Elastizitäts-Modul 
FCS Fetales Kälberserum 
FGF Fibroblast Growth Factor 
GPa Giga Pascal 
HE Hämalaun-Eosin 
Hz Hertz 
IGF Insulin-like Growth Factor 
ISS International Space Station 
KV Kilovolt 
LDH Laktatdehydrogenase 
MBar Millibar 
M-CSF Macrophage Colony Stimulating Factor 
MPa Mega Pascal 
N Newton 
OIF Osteoclast Inhibiting Factor 
OPG Osteoprotegerin 
PAS-Reaktion Perjodsäure Schiff-Reaktion 
PBS Perfusions- und Belastungssystem 
PBS Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlösung 
PC Personal Computer 
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PEA Piezzo Electrical Activator 
PGE2 Prostaglandin E2 
PPi Inorganisches Pyrophosphat 
PTH Parathormon 
RANK nuclear factor kappaB 
RANKL nuclear factor kappaB-ligand 
RER Rauhes Endoplasmatisches Retikulum 
TGFß Transforming Growth Factor ß 
TNF Tumornekrose-Faktor 
TUNEL Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP 
Nick End-Labeling 
U (/dl) Units (/dl) 
V Volt 
VE Viszeroelastische Eigenschaften 
Zetos Kultur- und Belastungssystem 
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